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VERFAHREN ZUR SYNTHESE DER VERSCHIEDENEN SAMMLUNGEN VON 

OLXGOMEREN 

Die vorliegende Erfindung betrifll allgemein stochastische Ver&hren zur Symhese von 
statistischen Oligomercn (random oligomers) rait besondcrer Betonung auf synthedsche 
Methodcn auf der Basis von Teilchen. Die Erfindung betriffi auch die Verwendung von 
Identifizierungs-Tags an den Teflchen, urn die Identifizierung der synthetisierten Oligo- 
mersequenz zu vereinfachen. 

Die Beziehung zwischen der Struktur und der Aktivitat der Molekule ist ein grundlegendes 
Problem bei der Untersuchung von biologischen Systemen. Struktur-Aktivitats-Beziebun. 
gen sind wichtig beim Verstandnis z.B. der Funktion der Enzyme, der Arten, in denen 
ZeUen miteinander kommunizieren und von zeuularen Kontroil- und ROckkopplungs- 
systemen. Es ist bekannt, dafl bestimrate Makromolekfile miteinander wechselwirken und an 
andere MolekQle binden, die eine sehr spezifische dreidimensionale raumliche und 
elektronische Verteilung haben. Jedes groOe Molekttl mit einer solchen Spezifitat kann als 
ein Rezeptor angesehen werden, unabhangig davon, ob das Molekul etn Enzym ist, das die 
Hydroryse eines metaboUschen Zwischenprodukts katalysiert, ein ZeU-Oberflachenprotein. 
das den Membrantransport von Ionen vermhteh, ein Giykoprotein, das dazu dient, eine 
bestimmte ZeUe seinen Nachbarn gegenOber zu identifizieren, ein AntikOrper der IgG- 
Klasse, der im Plasma zirkuliert, eine OUgonucleotidsequenz von DNA in dem Genom oder 
ahnliches ist. Die verschiedenen Molekule, die Rezeptoren selektiv binden, sind als 
Liganden bekannt. 

Es sind viele Nachweise zum Messen der BindungsafBnitat von bekannten Rezeptoren und 
Liganden verfugbar. Die Information, die aus solchen Experimenten gewonnen werden 
kann, ist jedoch oft dureh die AnzaM und Art der verlttgbaren Liganden beschrankt. Neue 
Liganden werden manchmal zufaflig oder durch Anwenden neuer Techniken zur Aufklarung 
der Molekfllstruktur entdeckt, einschUeBlich rdntgenkristaUographischen Analysen und 
rekombinanten genetischen Techniken fur Proteine. 
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Kldnc Peptide sxnd ein exemplarisches System zum Erfbrschea der Beztdiung zwischen 
Struktur und Funktion in der Biologie. Ein Peptid ist ein Polymer, das aus Aimnosaure- 
monomeren zusammengesetzt ist. Wenn die zwanzig natttrlich vorkommenden AminosSuren 
zu polymeren MolekOlen kondensiert werden, bOden die sich ergebenden Polymere erne 
5 weite Vielzahl von dreidimensionalen Konfigurationen, die sich jeweQs aus einer bestimmten 
AminosSuresequenz und Ldsungsmittetbedingungen ergeben. Die Anzahl mSglicher 
Pentapeptide der 20 natilrlich vorkommenden AminosSurea ist z3. 20 s oder 3,2 MUlionen 
verschiedene Peptide. Die Wahrschdnlichkeit, dafl Molekflle dieser GrOBe in Rezeptor- 
Bmdungsuntersuchungen verwendbar sind, wild durch Ephopanalyseuntersuchungen 

10 unterstOtzt, die zeigen, dafl einige Antikflrper Sequenzen mit einer hohen Spezifitat 
erkennen, die nur einige AminosSuren lang sind. Anfierdem liegen Ideine Peptide wegen des 
Durchschnittsmolekulargewichts von AminosSuren im GrOfienbereich vieler derzat 
verwendeter pharmazeutischer Produkte. Selbstverst&ndlich kOnnen grflflere Peptide fUr 
viele Zwecke notwendig sein, und Polypeptide mit Anderungen in nur einer kleinen Anzahl 

15 von Resten kfinnen auch Sir solche Zwecke, wie die Analyse von Stniktur-Aktivitats- 
Beziehungen, verwendbar sein. 

Die Entdeckung pharmazeutischer Arzneimhtel ist eine Art von Forschung, die auf der 
Untersuchung von Struktur-Aktivitats-Beaehungen bemht In den meisten Fallen kann die 
20 derzehige pharmazeutische Forschung als das Verfahren zum Auffinden neuer Liganden mit 
erwttnschten Mustern der Spezifitat fUr biologisch wichtige Rezeptoren beschrieben werden. 
Ein weiteres Beispiel ist die Forschung, urn neue Verbindung zur Verwendung in der 
Landwirtschaft zu entdecken, wie Pestizide und Herbizide, 

25 Frtihere Verfahren zur Herstellung einer groflen Anzahl verschiedener Oligomere waren 
schmerzlich iangsam, wenn sie in einem MaBstab verwendet wurden, der fur efiektive, 
rationale oder zuffcllige Durchmusterung ausreichend ist. Beispidsweise wurde das 
"Merrifield^Verfahren, Merrifield, J Am. Chem. Soc. 85 :2149-2154 (1963) verwendet, urn 
Peptide an einem festen Trfcger zu synthetisieren. Im Merrifield-Verfahren ist eine 

30 Aminosaure kovalent an den Trtger gebunden, der aus einem unl6slichen Polymer gemacht 
ist Eine weitere Aminosaure mit einer alpha-geschutzten Gruppe wild mit der kovalent 
gebundenen Aminosaure umgesetzt, urn ein Dipeptid zu bilden. Die Schutzgnippe wird 
entfernt, und eine dritte Aminosaure mit einer alpha-geschtttzten Gruppe wird dern Dipeptid 
zugefflgt. Dieses Verfahren wird fbrtgesetzt, Ins ein Peptid der gewOnschten LSnge und 

35 Sequenz erhalten wird. Unter Verwendung des Memfield-Verfahrens kann man mcbt mehr 
als einige Peptidsequenzen an einem Tag wirtschaftlich und praktikabel synthetisieren. 
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Um tine groBe Anzahl von OHgomersequenzen zu synthetisieren, wurde von Anderen 
vorgeschlagen, tine Reihe von ReaktionsgeflBen filr die OUgomersynthese zu verwenden. 
Beispielsweise kann ein tubulares Reaktorsystem verwendet werden, um on lineares Oli- 
gomer an einem Festphasentragcr durch automatische sequenzieue Zugabe der Reagenzien 
zu synthetisieren. Dieses Verfahren ermSgUcht immer noch nicht die Synthese eincr aus- 
reichcnd groBen Anzahl von OUgoraersequenzen zur efifekoven wirtschaffficben Durch- 
musterung. 

Verfahren zur Herstellung einer Vielzahl von Ofigomersequenzen sind ebenfiuTs bekannt, in 
denen ein poroser Bchfilter (foraminous container) eine bekannte Menge an reakuven festen 
Tragern btinhaltet, wobei die festen Trager grofler in der GroBe sind, als die Ofihungen des 
BehBlters; siehe US-PS 4,631,211. Die Behllter kdnnen selekuv mit den gewttnschten 
Materialien umgesetzt werden, um die erwQnschten Sequenzen der Produktmolekule zu 
synthetisieren. Wie mit anderen bekannten Verfahren kann dieses Verfahren nicht 
praktikabel eingesetzt werden, um tine genugende Viehah an Polypeptide Or eflektives 
Durchmustern zu synthetisieren. 

Andere Techniken sind audi beschrieben worden. Ein Verfahren auf der Basis von Perlen ist 
in der PCT-PatenwerSffentUchung Nr. 92/00091 beschrieben. Diese Verfahren beinhalten 
20 die Synthese von Peptiden an 96-Plastik-Pins, die dem Fonnat von Standard- 
Mikrotiterplatten angepaflt sind; siehe PCT-Patentveroffentlichungen 84/03564; 86/00991 
und 86/06487. Obwohl diese Verfahren einigermaBen verwendbar warea, blieben Itider 
wesentliche Probleme. Zum Beispiel sind diese Verfahren wtiterhin in der Vielfiut an Se- 
quenzen, die wirtschafiuch synthetisieit und durchmustert werden kOnnen, begrenzt. 

25 

Andere haben rekombinante Verfahren zur Herstellung von Sammlungen von Oligomer*! 
entwickdt; siehe PCT-Patentveroffentiichungen Nr. 91/17271 und 91/19818. In einer 
anderen wichtigen Entwicklung haben Wissenschaftler die Verfahren for Photolhhographie, 
Chemie und Biologie vertint, um groBe Sammlungen von Oligomeren und anderen 
30 Verbindungen auf der Oberflache tines Substrats herzustellen; siehe US-PS 5,143,854 und 
PCT-Patentveroffentlichungen Nr. 90/15070 und 92/10092. 

In den rekombinanten und VLSIPS™ kombinatorischen Verfahren kann man dnzigartig 
Jedes Oligomer in der Bibliothek durch Bestimmen der codierenden Sequenzen in dem 
35 rekombinanten Organismus oder Phagen oder durch Lokalisierung des Oligomers an dem 
VLSIPS™-Chip identifizieren. In anderen Verfahren kann jedoch die Identitat tines 
bestimmten Oligomers schwierig zu bestimmen stin. FOr diese spfiteren Verfahren ist es 
notwendig, tin effizientes und einfach zu gebrauchendes Verfahren zum Taggen der 



jeweiligen Teilchen zu haben. Obwohl Tagging-Verfehren fllr grofle Objekte entwickdt 
wunien, sieke PCT-Patentver6ffendichungen Nr. 90/14441 und 87/06383, gibt es imracr 
noch einen Bedarf an solchen Verfehren fUr kombinatorische Bibliothekcn fllr Oligomere. 

Aus dem Vorstehenden sieht man, daft verbesserte Verfahren zur Synthcse einer verschie- 
denartigen Sammlung chemischer Sequenzen nfltzlich waren. 

Die Erfindung stellt die Verwendung von Identifizierungs-Tags zur Verfiigung, urn eine 
nachfolgende Identifizierung von Reaictionen zu ermfiglichen, durcfa die die Mitglieder einer 
Bibliothek von verschiedenen synthetischen Verbindungen in einer Baustein-bei-Baustein- 
Art synthetisiert worden sind, und darauffolgcnde dcduktive strukturelle Identifizierung der 
MHgUeder. In einem weiteren Aspekt liefert die Erfindung eine Bibliothek verschiedener 
syntbetischer Verbindungen, wobei die Verbindungen durch die Synthese in einer Baustein- 
bei-Baustein-Ait erhftltlich sind, die jede Verbindung mit einem oder mehreren 
Identifizierungs-Tags veibindet, was die nachfolgende Identifizierung der Reaktionen 
ermdglicht, durch die die Komponenten eingeftigt wurden und anschlieBende deduktive 
struktureQe Identifizierung der Mitglieder. 

Die vorliegende Erfindung liefert ein allgemeines stochastisches Verfahren zur Synthese von 
Bibliotheken von statistischen Oligomeren. Die statistischen OHgomere werden an festen 
Trftgern oder Teilchen synthetisiert, aber sie kdnnen von diesen Trftgeni abgespalten 
werden, urn eine losliche Bibliothek zu liefent Die Oligomere sind aus einer Sequenz von 
Monomeren zusammengesetzt, wobei die Monomere jedes MJtglied eines Satzes an Mole- 
kQlen sind, die verbunden sein kdnnen, urn ein Oligomer oder Polymer zu bilden, Ah. 
Aminosauren, Carbamate, Sulfone, Sulfoxide, Nucleoside, Kohlenhydrate, Harnstoffe, 
Phosphonate, Lipide, Ester, Kombinationen davon und fihnliches. Die Bibliothek wird 
sodann durchmustert, urn individuelle Oligomere zu isolieren, die an einen Rezeptor binden 
oder einige erwQnschte Eigenschaften haben. Jede Oligomersequenz in der Bibliothek ist 
einagartig in einer bevorzugten Ausfilhrungsfbrm. In einer anderen bevorzugten Aus- 
fiihrungsform sind die festen Trager nicht porflse Perlen. Die festen Trager kftnnen aus 
einem dnzigen Teilchen zusammengesetzt sein oder aus zwei oder mehr verknOpften Teil- 
chen. 

Die Erfindung beinhattet die Verwendung eines Identifizierungs-Tags, urn die Sequenz von 
Monomeren in dem Oligomer zu identifizieren. Das Identifizierungs-Tag, das direkt an das 
Oligomer nut oder ohne ein begleitendes Teilchen gebunden sein kann, oder an einen 
Linker, der an das Oligomer, an den festen Trfiger, an dem das Oligomer synthetisiert wird, 
oder an ein zweites, das Oligorner-tragende Teilchen gebundene Teilchen gebunden sein 
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famn, kann jedes erkennbare Merkmal sain, das auf irgerrfeme Wetse d* norwendge 
information trtgt, und das bei dem Niveau eines odor weoiger fester Trager ertscbtossefcar 
ist Die festen Trager kOnnen an die OUgomere und den Identifizierungs-Tag mrtteU einem 
oder mehrerer Linker-MoIekOle gebunden sein. 

3 In ciner bevorzugten Ausffihrungsform ist das Identifizierungs-Tag dn OUgorudeotid. 
vorzugsweise zusammengesetzt aus Pyrimidinen oder Pyruwdinen und Punnandoga oder 
jcder Art von Nudeosid, das unter den Kuppbngsbedingungen nicht abgebaut wurd, d* 
verwendet werden, um die OHgomer-BibBothek zusarnmenzusetzen. Das Obgonudeotod- 

10 identifizxerungs-Tag kann cine 5'- und cine 3'-VervidfilItigungsstdle enthalten, um die 
Vervielfaltigung des Tags durch beispidswdse Polymerase-Ketteweaktion zu ermfigUchen 
(siehe US-PSen 4,683,202 und 4,965.188). Eine DNA-Sequenzienii^Primer-Stelle. d.e 
spezifisch for jeden Schritt der Oiigomersynthcsc sein kann, kann auch in dem Ougo- 
nudeotid-Tag, zusatzUch zu den VervieUaltigungs-Primcr-StcUen, enthalten seux Das Tag 

,3 kann so ausgebildet sein, daO es in der Oligonudeotidsequenz Information bemhaltet, die 
die Identifizierung des assoziierten Monomers mit der Zugabe eines bestunmten Tags 
erlaubt Das OUgonudeotid-Tag hat in dner bevorzugten Ausfuhrungsform eine Lange von 
etwa 50 bislOO Nudeotiden. 

20 In dner bevorzugten Ausfuhrungsform kann das Identifizierungs-Tag aus einem Satz an 
Verbindungen, die mtt Ucht ansprechbar sind, zusammengesetzt sem, wie fluoreszenz- 
oder Phosphoreszenzverbindungen, die photo-gebldcht werden kennen, wobei die Verbu,- 
dungen in die Perlen oder Tdichen dnverleibt werden, an welchen die OUgomere der Ou- 
gomer-BibUothek synthetisiert werden. Solche Verbindungen sind bekannt 

25 Rg 1 ist eine schematised DarsteUung etner kombinatorischen OUgomersynthese an 
Tdichen. 

Fig. 2 ist eine schematische DarsteUung von gldchzehiger kombinatorischer OUgomer- 
30 syntheseundTdlchen-tagging. 

Fig 3 beschrdbt ein Verfahren zur FunkUonaBsierung der Perlen, die kompatible Chernie 
to die Peptidsynthese und die Rnnde^d-Rnnde-Anheftung der Oligonudeotid-IdenUfi- 
derungs-Tags, einschlieBlich der Synthese der Ammo-funkUonaBsierten Perlen, die Struktur 
35 der geschutzten S'-Maldtnidyi-OUgonudeotide, Aimnosaure-Kupplung und EinfOhrung 
eines Thiol-^enkds", Schritt-spezifische OUgoiuideotid-Anheftung an eine Perie, 
anschJieflende Ammosaure.Kupplung(en) und Ofigonucleoud-Anheftung(en) und Entfemen 
der Peptid- und Oligonudeotid-Schutzgruppen. 
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Fig, 4 1st eine schematische Darstellung eines Beispiels eines Oligonucleotid-Tags. 

Fig. 5 zeigt Nucleosid-Phosphoramidite, die mit photolabilcn Schutzgruppcn ffir die 
5 parallele Peptid-/01igonucleotidsynthese derivatisiert sind. 

Fig. 6 zeigt S'-DMT-S^C^AUyl-HN'-d^^ fir 
parallele PeptidVOIigonucleotidsynthese. 

10 Fig. 7 zeigt die Herstellimg eines bifunktionalen Perlenmaterials zur parallelen Synthese von 
Peptiden und Oligonucleotiden. 

Fig. 8 zeigt die parallele Zusamraensetzung von Oligonucleotid-getaggten Peptiden an 
Perien. 

15 

Fig. 9 zeigt eine schematische DarsteHung eines Experiments, das in Beispiel 5 beschrieben 
ist, in dera zwei Populationen von Oligomeren an Perien hergestellt, getaggt, vermischt, 
sortiert und mit dem erfindungsgemfiBen Verfahren identifiziert werden, 

20 Fig. 10 zeigt die AuflCsung zweier Populationen von Perien rait FACS in dem in Beispiel 5 
beschriebenen Experiment. Die Werte entlang der horizontalen Achse bedeuten die relative 
Fluoreszenz (Log-Einheit). Die Werte entlang der vertikalen Achse bedeuten die relative 
Anzahl an Perien. Nicht-Fiuoreszenz-markierte Perien werden durch den Peak A dargestellt. 
Fluoreszenz-markierte Perien sind durch den Peak B dargestellt Das Verhaltnis des 

25 grtBeren Peaks zu dem kleineren Peak ist 15:1. 

Fig. 11 zeigt Bilder von Ethidhimbromid-gefiirbten, UV-bestrahlten Agarosegelen von 
PCR-Produkten, die durch die Vervielfiltigung nach FACS von zwei Perienpopulationen 
und Vervielfiltigen der Tags an den ausgewfihlten Perien mit Kontrotlen, wie in Beispiel 5 

30 beschrieben, erhalten werden. Gel A zeigt die Ergebnisse mit ausgewfihlten Fhioreszenz- 
perien: Spur 1 - 2,4x1 0 6 Kopien (100 Perlenfiquivalente) eines 95-mer-Tags; Spuren 2-7 - 
PCR-Produkt aus dnzelnen Fluoreszenzperien; Spuren 8-10 - PCR-Produkt aus 10 Fluo- 
reszenzperien; Spuren 11-13 - PCR-Produkt aus 100 Fluoreszenzperien; und Spur 14 - 
1,2x10* Kopien (100 Perlenftquivalente) eines 110-mer-Tags. Gel B zeigt das Ergebnis mit 

35 sortierten Nicht-Fluoreszenzperlen: Spur 1 - 1,2x10* Kopien eines 1 10-mer-Tags; Spuren 2- 
7 - PCR-Produkt aus Einzei-Nicht-Fluoreszenzperien; Spuren 8-10 - PCR-Produkt aus 10 
Nicht-Fluoreszenzperlen; Spuren 11-13 - PCR-Produkt aus 100 Nicht-Fluoreszenzperlen; 
und Spur 14 - 2,4x10* Kopien eines 95-mer-Tags. Gel C zeigt das Ergebnis mit den 
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Kontrollreaktionen: Spureo 1, 12 - DNA-GfOBenstandards; Spuren 2, 3 - keine Tag-Kon- 
trollreaktionen; Spuren 4, 5 - 1 Perlenfiquivalent des KfcBchen 95-mer-Tags; Spuren 6, 7 - 
10 Perlenaquivalente des ldslichen 95-mer-Tags; Spuren 8, 9 - 1 Perleniquivalent des 10s- 
lichen 110-mer-Tagsund Spuren 10, 11 - 10 Perfenaquivalente des Ioslichen 110-mer-Tags. 

Die vorliegende Erfindung liefert seue Verfehren zur Heratellung groBer syirthetischer 
Oligomer-BibUotheken. In einer bevorzugten Ausfflhrungsforro der vorliegenden Erfindung 
ist jedes MhgHed einer solchen Bibliothek einzigartig raarkiert einer Art, die die Identitat 
der Sequenz des Oligomers, das dem MHglied entspricht, spezifiziert Verfehren zur 
Durchmusterung solcher Bibliotheken und verwendbare Reagenzien zur HersteUung der 
Bibliotheken werden ebenfalls zur VerfiSgung gestdlt. 



Die nachstehenden Ausdrilcke soUen die folgenden allgeraeinen Bedeutungen haben, wie sie 
bier verwendet werden: 



K; m \ $mentar od er im wesentlfchtn irnmplementar: 

20 Diese Ausdrilcke beziehen sich auf Basenpaarungen zwischen Nuclcotiden oder Nucldn- 
sauren, wie beispielsweise zwischen den zwei Strangen eines doppdstrtogigen DNA- 
MolekOls Oder zwischen einem Oligonudeotid-Primer und einer Primer-Bindungsstelle an 
einer einzclstrangigen Nucleinsaure, die sequenziert oder vervietfaltigt werden soU. 
JComplementare" Nucleotide sind im allgemeinen A und T (oder A und U) und C und G, 

25 wie bekannt ist. Zwei einzelstrangige RNA- oder DNA-MolekOle werden als „im wesent- 
lichen komplementar" bezeichnet, wenn die Nucleotide des einen Strangs optimal angela- 
gert, mit mindestens etwa 80% der Nucleotide des anderen Strangs gepaart sind. 

Alternativ besteht im wesentlichen Komplementaritat, wenn ein RNA- oder DNA-Strang 
30 unter selektiven Hybridisieningsbedingungen an eine komplementare Nucleinsaure hybri- 
disiert In der Kegel tritt selektive Hybridisierung auf; wenn mindestens etwa 55% Kom- 
plementaritat Ober einen Bereich von mindestens 14 bis 25 Nucleotide auftritt, jedoch tritt 
eine selektivere Hybridisierung auf, wenn die Komplementaritat auf 65%, 75%, 90% und 
100% ansteigt. Siehe Kanehisa, Nnriric Acids Res. 12: 203 (1984). 

35 

Strenge Hybridisierungsbedingungen beinhalten in der Regd Saizkonzentrationen von 
weniger als 1 M, wie weniger als 500 mM, und werden oft Saizkonzentrationen von weni- 
ger als 200 mM beinhalten. Die Hybridisierungstemperatur fur OHgomere ist in der Regel 



hoher als 22°C, wie h6her aJs 30°C und wird hSufig heher als etwa 37°C son. LSngere 
Fragraente kfinnen habere Hyfaridisierungstemperaturen flir spezielle Hybridisierungen 
erfordem. Da andere Faktoren die Stringenz der Hybridisierung dramatisch beeinflussen 
kdnnen (solche Faktoren bdnhalten Basenzusammensetzung, Lflnge der komplementSren 
StrSnge, Anwesenheit von organischen LOsungsmittetn und AusmaB der Basen-NichtQber- 
einstimmung), ist die Kombination der Faktoren wichtiger, als das absolute Mafl jedes 
einzdnen Faktors. 

Epttop: 

Der TeO eines AntigenmolekOls, der durch den Bereich der Wechselwirkung rah der 
Unterklasse an Rezeptoren, bekannt als Antikfirper, beschrieben ist, ist ein Jspitop". 

Wfflttfizienirrg^Tftg: 

Ein „Identifizierungs-Tag M ist ein physikalisches Altribut, das ein Mittd liefert, wodurch 
man feststellen kann, welche Monomerreaktionen an einem individudlen festen Trflger bei 
der Synthese eines Oligomers durchgefUhrt wurden. Das Identifizierungs-Tag zeichnet auch 
den Schritt in den Syntbesenreihen auf y in dem der feste Trfiger an dieser Monomerreaktion 
teilgenommen hat Das Identifizierungs-Tag kann jedes erkennbare Merkmal sdn, 
einschHeBlich beispielsweise: eine mikroskopisch unterscheidbare Form, Gr6Be f Farbe, 
optische Dichte, etc.; eine unterschiedliche Absorbierung oder Emission von Licht; chemi- 
sche Reaktivit&t; magnetisch oder elektronisch codierte Information oder jedes andere 
unterscheidende Kennzeichen mit der erforderiichen Information und das auf dem Niveau 
eines (oder weniger) fester Tr&ger entschlQsselbar ist. Ein bevorzugtcs Beispiel eines sol- 
chen Identifizierungs-Tags ist eine Oligonudeotidsequenz. Ein Identifizierungs-Tag" kann 
direkt an das synthetisierte Oligomer gekuppelt sein, unabhfingig davon, ob ein fester Tr&ger 
bei der Synthese verwendet wurde. In dieser letzteren AusfUhrungsform dient das 
Identifizierungs-Tag als der „Tr&ger" fur die Oligomersynthese. 

Li gand: 

Ein „Ligand" ist ein MolekGl, das von einem bestimmten Rezeptor erkannt wird. Das Mitt el, 
das von dem Rezeptor gebunden wird oder damit reagiert, wird ein ,JLigand" genannt, ein 
Ausdruck, der per definitonem nur im Sinne seines GegenstQck-Rezeptors Bedeutung hat. 
Der Ausdruck „Ligand" bedeutet keine besondere MolekOlgrOfie oder andere strukturelle 
Merkmale oder Zusammensetzungsmerkmale, aufier daB die fragliche Substanz in der Lage 
ist, an den Rezeptor zu binden oder in einer anderen Weise mit dem Rezeptor 
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wechaelzuwirken. Ein 1T Ugand" karai auch entweder als der natflriiche Ligand, an den der 
Rezeptor bindet-oder als ein funtdonales Analogon, das als em Agonist oder Antagonist 
wirfcen kaim, dienen. Liganden, die mit dieser Erfindung untereucht werden konnen, 
beinhalten, sind aber nicht beschrankt auf; Agonisten und Antagonisten ffir ZeB- 
membranrezeptoren, Toxine und Venome. viiale Epitope, Hormone, Zucker, Ko&ktoren, 
Peptide, Enzymsubstrate, Arzeineimittel (z.B. Opiate, Steroide, etc.) und Proteine. 



Monomgn 

10 Ein Monomer" 1st ein Mitglied eines Satzes von Molekulen, die verbunden werden konnen 
unter Bildung eines Oligomers oder Polymers. Der Sate an erfindungsgeraafl verwendbaren 
Monomeren beinhaltet, ist jedoch nicht beschrankt mf, z.B. in derPeptidsyntfaese, den Satz 
an L-Aminosauren, D-Aminosauren oder synthetischen Anunosauren. Wie Her verwendet, 
bezieht sich Jvlonomer" auf jedes Mitglied eines Basissatzes zur Synthese eines Oligomers. 

15 Z.B. Dimere von L-Aminosauren bflden einen Basissate von 400 >lonomeren" fur die 
Synthese von Polypeptides Verschiedene Basissatze an Monomeren kdnnen in 
auftinanderfolgenden Schritten in der Synthese eines Polymers verwendet werden. 



QliggjagJj^deLEotet: 

20 

Die ..Oligomer"- oder JPolymef-Sequenzen der vorliegenden Erfindung werden aus der 
chendschen oder enzymatischen Addition von Monomer-Untereinheiten gebildet Solche 
Oligomere beinhahen beispielsweise sowohl Iineare, cycHscbe und verzwdgte Polymere von 
Nudeinsauren, Potysacchariden, Phospholipiden und Peptiden mit entweder alpha-, beta- 
25 oder omega-Aitiinosauren, Heteropotymere, Polyurethane, Polyester, Polycarbonate, 
Polyharastoffe, Polyamide, Polyethyleniinme, PolyarylensulSde, Polysiloxane, Polyimide, 
Polyacetate oder andere Polymere, wie dem Fachmann beim Lesen dieser Beschreibung 
offensichtlich ist 



30 Peptid: 

Ein „Peptid" ist ein Oligomer, in dem die Monomers dpha-Aminosauren sind, die Qber 
Armdbindungen verknttpft sind. Altemativ kann ein ^Peptid" als , Jolypeptid" bezeichnet 
werden. Im Zusammenhang rah dieser Beschreibung erkennt man, dafl die Anunosauren das 
35 L-optische Isomer oder D-optische Isomer sein konnen. Peptide sind mehr als zwei 
Aminosauremonomere lang, und sind haufiger mehr als 10 Aminosauremonomerc lang und 
kdnnen sogar langer als 20 Anunosauren sein, obwohl Peptide, die langer als 20 Ami- 
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nosSureo sind, eher als polypeptide" bezeicfanet werdea Es werden Standard-Einzelbuch- 
stabenabkurzungen fur Aminos&iren verwendet (z3. P Sir Profin). 

Ofiy>nucleotide: 

5 

Ein „OEgonudeotid" ist ein einzelstrfingiges DNA- oder RNA-MolekOl, das in der Kegel 
nut synthetischen Mitteln hergestellt wurde. Die in der voriiegenden Erfindung verwendeten 
Oligonudeotide haben gewtihnlich etnen Lfinge von 50 bis 150 Nudeotiden, vorzugsweise 
von 80 bis 120 Nudeotiden, obwohl Oligonudeotide rait unterschiedlichcr LSnge in einigen 

10 Fallen angemessen sein kOnnen. In einer AusfDhrungsfbrm der Erfindung werden 
beispidsweise das Oligonudeotid-Tag und das mit diesem Tag identifizierte Polymer 
paralld synthetisiert. In dieser Ausfuhrungsform kann das Oligonudeotid-Tag durch 
Nudeotid-bd-Nudeotid-Zugabeschritte aufgebaut werden - in {Coordination mit den 
Monomer-bei-Monomer-Zugabeschritten, die verwendet werden, ura das Oligomer zu 

15 synthetisteren. Zusfitzlich kOnnen sehr kurze Oligonudeotide, d.h. 2 bis 10 Nudeotide* 
verwendet werden, um dn bestehendes Oligonudeotid-Tag zu erwritern, um einen 
Monomer-Kupplungsschritt zu identifizieren. Gedgnete Oligonudeotide kOnnen mh 
Phosphoramidit-Verfahren hergestellt werden, wie von Beaucage und Carrathers, letr. 
Lett. 22: 1859-1862 (1981), oder mit dem Triester-Verfahren nach Matteucd et al., J t Am, 

20 Chem. Soc. 103: 3185 (1981), oder mit anderen Verfehren, wie unter Verwendung her- 
kdmmlicher automatisierter Oligonudeotid-Synthesizer hergestellt werden. 

Operativ verknflpft: 

25 Eine Nudeinsfture ist „operativ verknOpft", wenn sie in eine fiinktionale Beziehung mit einer 
wdteren Nudeinsfturesequenz gebracht wird Beispidsweise ist ein Promoter oder ein 
Enhancer „operativ verknQpft" mit einer codierenden Sequenz, wenn der Promotor die 
Transkription der Sequenz verursacht. GewOhnlich bedeutet operativ verknQpft, daB die 
DNA-Sequenzen andnandergrenzend verknOpft sind und, falls es notwendig ist, zwd 

30 Protetn-codierende Regionen zu verknQpfen, andnandergrenzend und in einem Leserahmen. 

Rezeptor: 

Ein Jtezeptor" ist dn MolekOl, das eine Affimtat zu einem gegebenen Uganden hat 
35 Rezeptoren konnen natQrlich vorkommende oder kflnstlich hergestellt Molekflle sdn. 
Rezeptoren kOnnen in ihrer unverinderten naturiichen oder isolierten Form oder als 
Aggregate mit anderen Spezies verwendet werden. Rezeptoren kdnnen kovalent oder nicht- 
kovalent an dn bindendes Mhglied gebunden sein, entweder direkt oder Qber eine spezidle 
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Bindungssubstanz. Beispiele fur Rezeptoren, die in den erfindungsgemal^ Verfehn* 
angewendet werden kflnnen, beinhalten, sind jedoch mcht beschrankt ** Antikfirper. 
Zellmembranrezeptoren, monoklonale Antikfirper, Antiseren, die nrit spezifischen antigenea 
Detenninanten reagieren (wie aufVlren, ZeUen oder anderen Materialmen), Polynudeotode, 
Nudefasauren, Lcctine, Polysaccharide, ZeUen, zeUuttren Ktanbranea und Organelle 
Rezeptoren werden manchmal als >ntiliganden" bezeichnet. Da bier der Ausdiuck 
lUaeptor" verwendet wird, soil kein Unterschied in der Bedeutung gemdnt s«n. Em 
^gand-Rezeptor-Paar" wird gebildet, wenn sich rwei Makromolekflte flber molekulare 
Erkennung verbunden haben, urn einen Komplex zu bflden. 

Andere Beispiele fur Rezeptoren, die mit dieser Erfindung untersucht werden konnen, 
beinhalten, sind jedoch nicht beschrfinkt auf: 

mmnmwm*™**™ * Bestinunung von Uganden, die an 
Rezeptoren binden, wie an spezifiscbe Transportproteine oder Enzyme, dte essenUeB zum 
Oberteben von Mikroorganismen sind, ist verwendbar bet der Entdeckung neuer Wassen 
oder Arten von Antibiotika. Von besonderem Wert wiren Antibiotika gegen opportuntst,- 
scbe Pilze, Protozoa und die Bakterien, die gegen die heute verwendeten Antibiotka rest- 
stent sind. 

Enamel Beispielsweise ist die Bindungssteue eines Enzyms, wie den Enzymen, die zur 
Spaltung von Neurotransmittern verantwortlich sind, ein Rezeptor. Die Bestinnnung von 
Ligan den, die an gewisse Enzyme binden und sonrit die Wirkung von Enzymen, die ver- 
schiedene Neurotransmitter spalten, modulieren, ist venvendbar in der Entwicklung von 
Arzneimitteln, die bei der Behandlung von FehJfunktionen von Neurotransmittern verwen- 
det werden kdnnen. 

Antoen Beispielsweise kann die Erfindung bei der Untersuchung von Ligand-Bin. 
dungssteUe eines AnnTcfirpennolekuls venvendbar sein, das sich mit dem Epitop ernes 
Antigens von Interesse verbindet. Die Bestimmung einer Sequenz, die ein antigenes Epitop 
nachahmt, kann zu der Entwicklung von Vaccinen ftthren oder fuhrt zu der Ertwicidung 
verwandter diagnostischer Mittel oder Verbindungen, die in therapeutischen Behandkingen, 
wie fur Autoimmunkrankheiten, venvendbar sind (zB. Blockieren der Bindung der „Seibst- 
Antikorper")- 

NysielMSursni Die Erfindung kann venvendbar sein bei der Untersuchung von Sequenzen 
von Nuclemsfturen, die als BindungssteUen fur zeHulire Proteine wirken Qoifrwirkende 
Faktoren"). Solche Sequenzen kdnnen z.B. Enhancer oder Promotorsequenzen beinhalten. 
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KfrtfllYttif riw Polypeptide: Polymere, vorzugsweise Polypeptide, die in der Lage and, eine 
chemische Reaktion zu ffcrdern, die die Umwandlung von einem oder mehreren Reaktanten 
zu einem oder mehreren Produkten beinhahet, rind Jkatalytische Polypeptide 14 . Solche 
Polypeptide beinhalten in der Regcl eine spezifische Bindungsstelle filr mindestens einen 
Reaktanten oder ein Reaktionszwischenprodukt und eine aktive Funktionalitat in der Nflhe 
der Bindungsstelle, wobei diese Funktionafit&t in der Lage ist, den gebundenea Reaktanten 
chemisch zu modifcderen. Katalytische Polypeptide stnd bei Lemer et aL, SgiffiSS 2Sfc 659 
(1991) beschrieben. 

Hormonrezeptoren: Beispielsweise beinhalten ,JKormonrezeptoren a die Rezeptoren filr 
Insulin und Wachstumshormon, Die Bestimmung der Uganden, die mit hoher Affinitat an 
einen Hormonrezeptor binden, ist nOtzIich bei der Entwicklung beispidsweisc eines oralen 
Ersatzes filr die t&glichen Injektionen, die Diabetiker machen mflssen, urn die Symptome 
von Diabetes zu iindern und in einem anderen Fall, als Ersatz fUr menschliches Wachs- 
tumshormon, das nur aus Kadavem oder durch rekombinante DNA-Technologie erhalten 
werden kann. Andere Beispiele beinhalten die vasokonstriktiven Hormonrezeptoim Die 
Bestimmung von Liganden, die an jene Rezeptoren binden, kann zu der Entwicklung von 
Arzneimitteln zur Kontrolle des Blutdrucks ftihren. 

Opiatrezeptoren: Die Bestimmung von Uganden, die an Opiatrezeptoren im Hirn binden, ist 
verwendbar bei der Entwicklung von weniger sQchtig-machenden Ersatzstoffen fiir 
Morphium und verwandte Arzneimittel. 

Substrattrager oder fester Tracer: Ein „Substrattf4ger oder fester Trfiger" ist ein Material 
mit einer starren oder halbstarren Oberflache. Solche Materialmen nehmen vorzugsweise die 
Form kleiner Perlen, Pellets, Scheiben oder anderer herkOmmlicher Formen an, obwohl 
andere Formen verwendet werden kdnnen. In einigen Ausf&hrungsfbrmen ist nrindestens 
eine Oberflftche des Substrats tm wesentlichen flach. Eine annflherungswdse kugelige Form 
ist bevorzugt. 

Svnthetisch: Eine Verbindung ist ^synthetisch", wenn sie durch chemische oder enzymati- 
sche in vftro-Synthese hergestellt wird. Die erflndungsgemfiflen synthetischen Bibliotheken 
kdnnen in Gegensatz gesetzt werden zu solchen in viralen Vektoren oder Plasmidvektoren, 
beispielsweise denjenigen, die in Bakterien, Hefe oder anderen lebenden Wirten verviel- 
filtigt werden. 
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L Yf ifito an H^ilrmg rrotkr svnthfHffcbrT Qfiffomer-Bihliothckffl 

Ein aOgemcines Verfehren zur Synthese von statistischen Oligomeren kann verwendet 
werden, um eine riesige Anzahl an Verbindungen nerzustellen, die rait rekombinanten 
Systemen verffigbar stod, und um die Vielfelt des Monoinersatzes zu nutzen, die mH che- 
mischen Syntheseverfahren verfugbar ist. Man kann Went bis zu 10* verschiedene Ofigo- 
mete hersteUen, eine dramatiscbe Verbessenmg gegenuber den herkommfichen Verfehren. 
Die vorliegende Erfindung Uefert ein einfecnes Mittel zur Ioentifizierung von Oligomeren. 

Das aUgemeine Verfehren urofeBt die Herstellung einer groflen, hoch unterschiedUchen 
Sammlung oder Bibliothek, wobei jedes Mkglied einer solchen Bibbothek eine einzelne 
OUgomersequenz (z.B. ein Peptid) um&Bt Die Sequenz kann losUch oder kann an dnen 
festen Trager gebunden sein. Falls sie an einen festen Trager gebunden ist, ist das Oligomer 
gewohnUch mittels cines Linkers gebunden. Der Linker hat vor dem Binden eine geeignete 
fonktionelle Gruppe an jedem Ende. Eine Gruppe ist fur die Bindung an den Trager und die 
andere Gruppe fur die Bindung an das Oligomer geeignet. Eine solche Sammlung kann 
beispielsweise alle Kombinationen von n Monomeren enthahen, die die Unge X haben, 
wobei n x verschiedene Verbindungen erhalten werden Die Sammlung kann audi Oligomere 
nut verschiedenen Monomereinheiten an bdspieisweise nur einer oder einer geringen Zahl 
20 von Poshionen enthalten, wobei an alien anderen Posraonen die Sequenz identisch ist. Ein 
allgemeines Verfehren beinhaltet in der Regel das Synthetisieren der Oligomere in einer 
zoftUigen kombinatorischen (^stochastischen") Art durch chetnisches und/oder 
enzymatisches Zusammensetzen der Monomereinheiten. 

25 Eine synthetische OUgomer-Bibliothek kann hergesteUt werden durch Synthetisieren an 
jeweils einer Vielzahl von festen TrSgern einer einzelnen OUgomersequenz. Die Oligo- 
mersequenz ist verschieden bei den verschiedenen festen Tragero. Die OUgomersequenz 
wild in einem Verfehren synthetisiert, das die Schritte umfeBt: (a) Verteilung der Trager in 
einer stochastischen Weise unter einer Vielzahl von Reaktionsgefaflen; (b) Aussetzen der 

30 Trager in jedem ReaktionsgeftB einem ersten Monomer, (c) Zusammenlegen der Trager, (d) 
Verteflen der Trager in einer stochastischen Weise unter einer Vielzahl von Reaktions- 
geftBen; (e) Aussetzen der Trager in jedem ReaktionsgeftB einem zweiten Monomer, und 
(f) Wiederholen der Schritte (a) bis (e) mindestens ein- bis zwanzigmal. In der Regel wird 
im wesentlichen die gleiche Anzahl an festen Tragera in jedes ReaktionsgeftB verteik. Die 

35 Monomere kSnnen bus dem Satz von Aminosauren gewahlt werden und das erhakene Oli- 
gomer ist ein Peptid. 
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Als ein spezielles Beispiel fOr das Verfahren kann man die Synthese von Peptiden ansehen, 
die drei Reste lang sind, und aus einem Monomersatz nrit drei verschiedenen Monomeren 
zusammengesetzt sind: A, B und C Das erste Monomer wird an drei verschiedene Aliquots 
von Perien gekuppelt, wobei jedes unterschiedliche Monomer in einem unterschicdlichen 
5 Aliquot vorliegt und die Perien aus alien Reaktionen warden sodann zusammengelegt (siehe 
Fig. i). Der Pool (zusammengelegte Perien) enthglt nun annfihrend die gleiche Anzafal an 
drei verschiedenen Arten von festen Trtgern, wobei jede Art durch das Monomer in der 
ersten Position charakterisiert ist Der Pool wird vermischt und auf die getrennten 
Monomer-ReaktionstSpfchen oder -geafle mit A, B oder C als Monomer wiederverteilt. 
10 Sodann wird der zweite Rest angekuppelt 

Im AnschluB an diese Reaktion hat nun jedes Ge&fi Perien mit drei verschiedenen Mono- 
meren in Position 1 und dem Monomer aus jedem einzelnen zweiten Reaktionsgef&B in 
Position 2. ABe Reaktionen werden dann wieder zusammengelegt, unter Herstellung eines 

15 Gemisches aus Perien, die jeweils eines der neun mdgjichen Dimere tragen. Der Pool wird 
sodann unter den drei ReaktionsgeftBen verteilt, gekuppelt und zusammengelegt. Dieses 
Verfahren der sequenziellen Synthese und des Mischens ergibt Perien, die alle mOglichen 
Reakrionswege durchlaufen haben und die Sammlung an Perien umfafit alle Trimere von 
drei AminosfUiren (3 3 - 27). Sorait wird ein kompletter Satz an Trimeren aus A, B und C 

20 konstruiert. Wie leicht zu sehen ist, hilft die Verwendung einer genflgend groBen Anzabl an 
Syntheseperlen sicherzustellen, dafi der Satz der verschiedenen Kombinationen an 
Monomeren, die in diesem zufSUigen, kombinatorischen Syntheseschema angewendet 
werden, voDsttodig reprasentiert ist, 

25 Diese Verfahren zum Zusammensetzen von Oligomeren aus vielen Arten von Monomeren 
erfbrdert die Verwendung von geeigneter Kupplungschemie filr einen gegebenen Satz an 
Monomereinheiten oder Aufbaubldckea Jeder Satz an AufbaublScken, der in einer Schritt- 
bei-Schritt-Art aneinander gebunden werden kann, kann als Monomersatz dienen. Die 
Bindung kann mit chernischen, enzymatischen oder anderen Mhtein oder durch erne 

30 Kombination jedes dieser Mittel vermhtelt werden. Die sich ergebenden Oligomere kdnnen 
linear, cyclisch, verzweigt, oder sie kdnnen verschiedene andere Konformationen annehmen, 
wie filr den Fachmann ofifensichtlich ist Verfahren zur Festphasensynthese von 
Polypeptiden sind betspielsweise bei Merrifield, supra, beschrieben. Peptid-Kupplungs- 
chemie ist auch in The Peptides. Vol. 1 (Eds. Gross E., und J. Meienhofer, Academic Press, 

35 Orlando (1 979)) beschrieben. 

Urn die Oligomere zu synthetisieren, wird eine Sammlung einer grofien Anzahl an festen 
TrSgern unter einer Anzahl an ReaktionsgeSBen aufgeteflt In jeder Reaktion wird ein 



15 



utiterschiedliches Monomer an die wachsende Ougomerkette angekuppeh. Die Monomere 
konnen von jeder Art sein, die filr die chemische Kupplung geeignet aktiviert werden kano 
Oder bet der enzymatischen Kupplung akzeptiert wird Da die Reaktionen in getrennten 
ReaktionsgefSBen enthalten sein konnen, konnen sogar Monomere mh unterschiedUcher 
Kupphingschemie verwendet werden, urn die Oligoroere zusammenzusetzen (siehe lbs 
peptides, supra). Die Kupplungszeh fur etnige Monomersatze kann iang sein. Daher ist die 
bevorzugte Anordnung diejenige, in der die Monoraerreaktionen paraflel auagefohrt werden. 
Nach jedem Kupplungsschritt werden die festcn Trtger zusammengdegt, an denen die 
OKgomere der Bibliothek synthetisiert werden, und vor der WiederverteUung in die 
dnzetaen ReaktionsgefiOe filr den nichsten Kupplungsschritt gcmischt. Dieses Mischver- 
fahren iiefert feste Trager mit vielen Ougomer-Sequenzkombinationen. Wenn jeder Syn- 
theseschritt eine hobe Kupplungseffizienz hat, dann haben ira wesenUichen alle Obgomere 
an einem einzelnen festen Trager dieselbe Sequent Diese Sequenz wird durch den Syn- 
theseweg (Art und Sequenz der Monomerreaktionen) fur einen gegebenen festen Trager am 
Ende der Synthese bestimmt. Die maximale Lange der Ougomere ist in der Regel weniger 
als etwa 20, gewohnlich von 3 bis 8 Resten Lfinge. In einigen Fallen karm jedoch eine Lange 
von 10 bis 12 Resten bevorzugt sein. Bekamtte Schutzgruppen konnen verwendet werden, 
urn felsche Kupplung zu verhindem (siehe The Pwtidtt. VoL 3 (Eds. Gross E., und J. 
Meienhofer, Academic Press, Orlando (1981)). Modifikationen dieses voilstandig zufiiiligen 
Ansatzes sind ebenfalis moglich. Beispielsweise kann der Monomersatz von Schritt zu 
Schritt erweitert oder verringert werden; oder der Monomersatz kann fur den nichsten 
Schritt komplett ausgewechselt werden (z.B. Aminosauren in einem Schritt. Nucleoside in 
einem anderen, Kohlenhydrate in wieder einem anderen Schritt), falls die Kupplungschemie 
verfugbar wire (siehe Gait, O flgnmideoride Synthesis: A Practical Approach, IRL Press, 
Oxford (1984); Friesen und Danishefsky, J Amer, Qm SPO. Ill: 6656 (1989) und 
Paulsen, At™ n-n. Int. Ed. End. 25: 212 (1986). Monomeroinheiten filr die 
Peptidsynthese konnen beispielsweise einzelne Aminosauren oder groBere Peptideinheiten 
oder beides beinhahen. Eine Variation ist, eWge Pools mit verschiedenen Sequenzen an 
festen Trigern zu bilden, die unter verschiedenen Monomersitzen geteilt werden bei 
gewisssen Schritten der Synthese. Mit diesem Ansatz kann man auch Oligoroere nut 
verschiedenen Lfingen mit entweder verwandten oder nicht-verwandten Sequenzen 
aufbauen und man kann bestimmte Monomerreste an einigen Positionen festhalten, wShrend 
die anderen Reste variieren, urn Ougomerrahmen zu konstruneren, in denen bestimmte 
Reste oder Regionen verandert werden, urn fur Vidfelt zu sorgen. 

Die chemische oder enzymatische Synthese von erfindungsgemiBen Oligomer-Bibliotheken 
findet in der Regel an festen Trigern start Der Ausdruck ^fester Trager" , wie er hier 
verwendet wird, umfafit ein Teflchen mit geeigneten Stellen fur die Oligomersynthese und. 




in etnigen Ausfiihrungsformen, fur die Bindung und/oder Synthesc des Tags. Es gibt einige 
feste Trfiger, die bei der Herstelhing der erfindimgsgemftBen synthetischen OKgomer- 
Bibliotheken verwendbar sind. Feste Trftger werden herkammfieh bei der Festphasen- 
syntbese von beispieisweise Peptiden und Nucleinsfiuren und anderen Oligomers, wic 
vorstehend aufgez&hlt, verwendet und sind somit bekannt 

Mit genQgend festen Trftgern und effizientem Kuppetn kann man die kompletten Satze 
bestimmter OUgomere, falls es envQnscht ist, hersteflen. Allgemein Iiegt die GfOBe des 
festen Trftgers im Bereich von 1 ran bis 100 jun, es kann jedoch ein grflflerer fester TrSger 
mh bis zu 1 mm GrtBe verwendet werden. Die geeignete GrdBe fiir den festen Trager hangt 
von (1) der Anzahl an Oligomereynthesestellen und dm erwOnschten Bindungsstellen des 
Identifizierungs-Tags, (2) der Anzahl an verschiedenen zu synthetisierenden Verbindungen 
(und der Anzahl an festen Trftgern, die die jeweiligen Oligomere, die filr die 
Durchmusterung bendtigt werden, tragen); und (3) der Wirkung auf die GrdBe der festen 
TrSger bei bestimmten Durchmustemngsstratcgien [z,B. Huoreszenz-aktivierte Zellsortierer 
(FACS)], die verwendet werden, ab. 

In einem speziellen Beispiel k&nnen feste Trager mit 1 Jim Durchmesser verwendet werden. 
Wenn jede Reaktion ca. 0,2 ml feste Trftger enthftlt, und die Oligomer* aus einem Satz von 
50 Monomeren (50 parallele Reaktionen) synthetisiert werden, dann wflren insgesarnt 10 ml 
feste Trager oder ca. 10 13 feste Trftger erforderfich. Wenn es erwunscht ist, Hexamere mit 
diesen 50 Monomeren herzustellen, dann gibt es mehr als 1,5 x 10 10 mOgliche Sequenzen 
und jede spezielle Sequenz wire an etwa 10 3 festen Trftgern vertreten. Erne geschttzte 
Kapazhftt jeder Perte, basierende auf der Kapazitftt heikOmmlich verwendeter 
Peptidsynthese-Harze Iiegt bei etwa 0,1 pg Peptid pro Perle. Mit dieser Schfttzung hatte 
dann jeder feste Trftger etwa 10 8 Oligomerketten. 

Urn die Effizienzen beim Waschen zu verbessern, sind feste Trftger bevorzugt, die weniger 
por6s als Qbliche Peptidsynthese-Harze sind. Diese Trftger haben dne niedrigere Dichte von 
wachsenden Ketten, jedoch kdnnen sogar mit einem Abnehmen der Kapazhat um einige 
GrdQenordnungen, ausreichende Oligomerdichten fur effizientes Durchmustern hergestellt 
werden. Mit weniger pordsen Trftgern ist ein grOBerer Antefl an Oligomeren ffir die 
Bindung an den Rezeptor wfthrend des Diuxhmusteningsverfahrens verfilgbar. AuBerdem 
vermindern die weniger pordsen Trager das Hinflbertragen von Tags aus oner Reaktion zu 
der n&chsten, wobei die Genauigkeit des Ablesens der dominanten (korrekten) Tags 
verbessert wird. 
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Solche festen Trager konnen jede Form haben, obwohl sic vorzugsweise annihernd kugd- 
fgnnig sind. Die Trager mussen nicht notwendigerweise in GroQe, Form oder Zusammen- 
setzung homogen sein, obwohl die Trager gewohnlich und vorzugsweise einheitiich sind. In 
cinigcn Ausfuhrungsfbrmen konnen Trtger, die sehr einhehlich in der Grofle sind, besonders 
bevorzugt sein. In einer anderen AusfUhrungsfbrm jedoch konnen zwei oder mebr deutfich 
verschiedene Populationen von festen Tragern fur gewisse Zwecke verwendet werden. 

Feste Trager konnen aus vielen Materialien bestehen. Diese sind hauptsachlich durch die 
Kapazitat fur die Derivatisierung zum Binden jeder einer Anzahl von chemisch reaktiven 
Resten und der Kompatibilitat mit der Cheraie fur die Oligomersynthese und das Binden des 
Tags beschrankt. Geeignete TrSgermaterialien beinhalten Glas, Latex, stark veraetztes 
Polystyro! oder ahnliche Polymere, Gold oder andere kolloidale Metallteilchen und andere 
bekaimte Materialien. AuBer es ist anders beschrieben, kannen die chemisch reaktiven 
Reste, mit denen solche festen Trager derivatisiert werden konnen, diejenigen sein, die 
herkSmmlich bei der Fcstphascnsynthese der jeweiligen Oligomere verwendet werden und 
sind sorait bekannt. Die erfindungsgeraiD verwendeten festen Trager beinhalten keine 
lebenden ZeDen, Viren oder Vektoren zum Kloncn, wie Phagenvektoren oder Plasmide. 

n. Vftrfahren zum I f ^' len svnthetischer Oligomer-Bibliotheken 

Die die Bibliothek umfassenden Oligomere sind auch an ein Identifizierungs-Tag gebunden, 
das leicht decodiert werden kann, urn die Sequenz jedes Oligomers aufzuzeichnen. Die 
Identifizierungs-Tags kOnnen entweder an das Oligomer oder den festen Trager, an den das 
Oligomer gebunden ist, gebunden sein. Die Bindung ist vorzugsweise rnktels eines Linkers, 
der vor der Bindung eine geeignete runktionelle Gruppe an jedem Ende hat, wobd eine 
Gruppe fur die Bindung an den Trager und die andere Gruppe fur die Bindung an das 
Identifizierungs-Tag geeignet ist. Alternativ kann das Identifizierungs-Tag an ein Monomer 
gebunden sein, das in das Oligomer einverieibt ist oder direkt an densdben Linker gebunden 
ist, der das Oligomer an den festen Trager bindet In der ietzteren Auafuhrungsfbrm bat der 
Linker vor der Bindung eine dritte tunktionale Gruppe, die fur die Bindung des 
Identifizierungs-Tags geeignet ist. 

Eine synthetische OHgomer-Bibliothek, die Identifizierungs-Tags beinhaltet, wird durch 
Synthese einer einzelnen Oligomersequenz an jeweus einer Vielzahl von festen Trfigem 
hergestellt und eines oder mehrere Identifizierungs-Tags identifizieren die Oligomersequenz. , 
Die getaggte synthetische Ohgomer-Bibliothek wird in einem Verfahren hergestellt, das die 
Schritte umfaflt: (a) Verteilung der Trager unter einer Vielzahl von ReaktionsgefaOen; (b) 
Aussetzen der Trager in jedem ReaktionsgefeB einem ersten Oligomer-Monomer und einem 



ersten Identifizierungs-Tag-Monomer; (c) Zusammenlegen der Trfiger, (d) Verte2ung der 
Trtger unto- einer Vielzahl von ReaktionsgefiiBen; und (e) Aussetzen do- Trtger einem 
zweiten Oligomer-Monomer und einem zweiten Identifizienmgs-Tag-Monomer. Wie 
vorstehend beschrieben, kann die Erfindung audi in dner Wetse ausgeftlhrt werden, in der 
es keinen festen Trtger gibt. Bet dieser Ausfilhrung wird das Tag direkt an das zu 
synthetisierende Oligomer gebundert Die Schritte des jeweiligen Verfahrens werden in der 
Regd ein- oder mehrmals, jedoch gewdhnlich weniger als zwanzigmal wiederholt 

Die festen Trtger kdnnen einem Oligomer-Monomer und einem Identi&rferungs-Tag zur 
selben Zeit oder sequentiell ausgesetzt werden (oder damit gekuppdt werden). In jedem 
Fall werden die Trtger sodann zusaramengelegt und dera zweiten Oligomer-Monomer und 
dem zweiten Identifizierungs-Tag ausgesetzt. Wie vorstehend werden diese Schritte wie- 
derholt, in der Regel von ein- bis etwa zwanzigmaL Die Erfindung wird bier hauptsfchlich 
in bezug auf die Herstdlung von MolekQlen rait Sequenzen von Amino sfiuren beschrieben. 
Die Erfindung kann jedoch leicht auf die Herstdlung anderer Oligomere angewendet wer- 
den und jeder Satz von Verbindungen kann in dner Baustein-bei-Baustein-Art synthetisiert 
werden, wie dem Fachmann bekannt ist. 

In einer anderen Ausfuhrungsfbrm wird der feste Trtger fiir die Synthese aller Mitglieder 
der Bibliothek verwendet. Die Mitglieder werden jedoch von dem Trtger vor der Duich- 
musterung abgespalten. In dieser Ausf&hningsform kann die Synthese von getaggten Oli- 
gomeren unter Verwendung von in groQem Maflstab immoblisierter Polymersynthesever- 
fehren (VLSIPS™) erreicht werden. Siehe US-PS 5,143,854 und PCT-Patentver&ffent- 
lichung Nr. 92/10092. Eine Ansammlung von Oligonucleotiden wird an dem VLSIPS™- 
Chip synthetisiert. Jedes Oligonucleotid ist Qber eine spahbare Gruppe, wie eine Disulfid- 
gruppe, an den Chip gebundea In einer Ausftthningsfbrm hat jedes Oligonucleotid-Tag eine 
Aminogruppe am freien Ende und enth&lt nur Pyrimidin oder Pyrimidin und Purin-analoge 
Basen. Zusftizlich enthalt jedes Oligonucleotid Bindungsstellen fUr die Vervielftlttgung, Ah. 
PCR-Primer-Stellen und wahlweise eine Sequenzierungs^Primer-Stdle. Ein kurzer 
Abschnitt jedes Oligonucleotids codiert etnzigaitig f&r die Monomersequenz des zu 
taggenden Oligomers. Dann werden beispiekweise Peptide synthetisiert, gegebenenfells von 
den freien terminalen Aminogruppen an jedem Oligonucleotid, so daB jedes Peptid an ein 
Tag gebunden ist Die gesamte Sammlung an Oligonucleotid -Peptiden kann von dem Chip 
losgelOst werden, um eine losliche getaggte Oligomer-Bibliothek zu erzeugen. 

Bevorzugter jedoch wird die Oligomer-Bibliothek an Perien oder Tdlchen gebildet Ein 
Verfahren der Perienfiinktionalisierung mit kompatibler Chemie fiir die Peptid synthese und 
die Runden-bei-Runden-Bindung der OHgonucleotid-Identifizierungs-Tags ist in den Fig. 



3.1 bis 3.6 gczeigt. Glasperlen werden untcr Verwendung von Amiiwpropyltrictho^silan 
derivatisiert und an bcta-Alanin-Abstandshalterrest wird mil dem aktivierten Ester- 
Verfahren gekuppelt Die Oligonucleotid-Tags kdnnen gegebenenfalls in due Biotingruppe 
eingef&gt werden, urn die Reinigung, Hybridisierung, VervielfSltigung Oder Detektion zu 
vereinfechen (siehe Pierce ImmunoTechnologv Catalog and Handbook, 1991. Kommerziell 
erhaklichc Fmoogeschtttzte Aminosfiuren und Standard-BOB-Kupplungsschemie wird fiir 
die Peptidsynthese verwendet (siehe The Peptides, sous). GeschQtztes Polypyrimidin (z3. 
Cytidin-geschQtzt als NVBz-C) und/oder Purinanaloga^haltige Oligonucleotide, die resistent 
gegen die Kupplungsreagenzien und die Reagenzien zum Entfernen der Schutzgruppen sind, 
die in der Peptidsynthese verwendet werden, werden mittels Maleimidchemie an die 
unmaskierten Thiolgruppen gebunden, die in die wachsenden Peptidketten rait einer 
niedrigen Frequenz (d.h. 0,1%) als Cysteinreste mit maskierten Thiolgruppen eingefflgt 
werden (wobei die Masken selektiv vor dem Taggen entferat werden kOnnen). In andercn 
erfindungsgemaBen Ausftlhrungsformen kflnnte die Vcnvendung von geschfltzten 
Nucleoside® oder Oligonucleotiden nicht notwendig sein. 

Urn jedoch die Integiit&t eines Oligonucleotid-Tags wfthrend der Peptidsynthese zu erhahen, 
kann es notwendig sein, verschiedene Kombinationen von Schutzgruppen und/oder 
synthetischen Nucleotiden zu verwenden, um den Abbau des Tags oder des synthetisierten 
Oligomers zu verhindern. Im allgemeinen sind Polypyrimidin-OUgonucleotid-Tags relativ 
stabO unter den typischen Peptidsynthesebedingungen, im Gegensatz zu Oligonucleotide 
Tags, die natGrliche Purinnucleotide enthalten, jedoch kann ein Polypyriraidin-Nucleotid- 
Tag einigermaQen schwierig mit PCR zu vervielfeltigen sein. Es kann notwendig sein, 
Purinbasen oder Analoga, die auf ihre F&higkeit, den Bedingungen bei der Peptidkupphing 
(und dem Entfernen der Schutzgruppen) getestet wurden, in das Tag einzufugen, um die 
gewOnschte Effizienz bei der Vervielfiltigung zu erreichea Fflr die Zwecke der voriiegen- 
den Erfindung kann das Tag gegebenen&Us von 10 bis 90%, vorzugsweise 35 bis 50% und 
insbesondere 33 bis 35% Purin oder Purinanaloga-Nucleotide enthalten. Die Oligo- 
nucleotide kOnnen gegebenenMs Phosphatschutzgruppen QLB. O-Methylphosphate) mit 
einer hSheren Basenstabilitat als die Standard-beta-Cyanoethylgruppe, die anfffllig gegen- 
uber der Piperidinspaltung sein kann, enthalten. In solchen Fallen kann die Entfemung der 
Schutzgruppe von dem Peptid und Oligonucieotid durch sequentielle Behandlung mit 
Thiophenol, Trifluoressigs&ure und ethanolischem Ethyiendiamin bei 55°C bewirkt warden. 
In einer anderen Ausftthrungsform werden photolabile alpha-Aminoschutzgruppen in 
Verbindung mit Basen-labOen Seitenkettenschutzgruppen fbr Aminosfiuren und Standard* 
beta-Cyanoethylschutzgruppen Sir die Oligonucleotid-Tags verwendet 



In einer anderen Ausfuhnmgsform kOnnen Oligonucleotide nut sowohl modifizierten oder 
synthetischen Purinen und Pyrimidinen paraUet mh Peptiden synthet&ert werden, unter 
Verwendung von herkBrnmlichen FmocZ-^Ju-geschfltzten Aminosfiuren. In diesem Verfah- 
ren kann man audi O-Allyl- und N-ADyloxycaibonylgruppen verwenden, urn die Pbos- 
phatsauerstoflatome und die exocycGschen Amine der Nudeosidbasen jeweOs zu schQtzen 
(siehe Hayakawa et at, J. Amer.Chem. Soc. 112 : 1691-1696, 1990). Durch Anwenden des 
mflden Oxidationsmittels 'BuOOH f&r die Oxidation am Phosphor kann man die Oxidation 
der Aminosauren Methionin, Tryptophan und ffistidin minimicren (siehe Hayakawa et al., 
Tetr. Lett. 27 : 4191-4194, 1986). Die Verwendung von PyridiniumltydrocWorid/Imidazol 
als em Phosphoramidttaktivator fiihrt zu der selektiven S'-O-Phosphitylierung auf Kosten 
von niedrigen Anteilen an falscher Reaktion am StickstofF an dem Peptid oder Oligo- 
nudeotid (siehe Giyaznov und Letsinger, Nudaic Acids Research 20: 1879-1882, 1992). 
Die Stabtfit&t der Purinnudeotide gegenOber starker S2ure (z.B. TFA) wird durch Ver- 
wendung von Phosphoramiditen der Purinnudeosidanaloga 7-Deaza-2 , -deoxyadenosin und 
7-Deaza-2 , -deoxyguanosin verhindert (siehe Barr et al., BioTechniques 4 : 428-432, 1986, 
und Scfadt, Nudeotide Analogs: Synthe sis and Biological Function Sdten 64-65 (John 
Wiley and Sons, New York)). 

Die volIstSndig zusammengesetzten Peptid- und Oligonudeotidketten kdnnen zuerst durch 
Behandhing der Produkte mit 30% Piperidin in DMF, um die Amino-texminalen Fmoc- 
Gruppen zu entfernen, von den Schutzgruppen befreit werden. Dann werden die allyiischen 
Schutzgruppen entfernt unter Verwendung von THF, das Tri^dibenzylidenaceton)- 
dipaladhim-diloroform-Komplex enthfilt, Tripherqdphosphin und n- 
ButyJamin/Ametsensaure, gefolgt von einem Waschschritt mit THF, einem Waschschritt mit 
wftBrigem Natrium-N,N-diethyldithiocarbamat und einen Waschschritt mit Wasser. Am 
Schlufl werden die S4ure-labilen Aminosaureschutzgruppen durch Behandlung mit 95:5 
TFA/Wasser entfernt. 

And ere Verfahren liefern ebenfells einen wirksamen orthogonalen Schutz wdhrend des 
parallelen Zusatnmensetzens der Oligonucleotide und der Peptide. Diese Verfahren bdn- 
hahen die Verwendung von S&ure-labilen Schutzgruppen an den Phosphaten und den 
exocyclischen Arninen von Deoxycytidin, 7-Deaza-deoxyadenosin und 7-Deaza-deoxy- 
guanosin, die ausrdchend stabil sind, um der 3% TrichloressigsSure zu widerstehen, die bd 
der 5'-0-Detritylierung venvendet wird. Wetterhin bdnhahen diese Verfahren die 
Verwendung von photochernisch entfernbaren Schutzgruppen an diesen Resten und Kom- 
binationen von solchen Sauren und photolabilen Resten (fUr photolabile Sdiutzgruppen filr 
Phosphate siehe Baldwin et al., Tett Lett. 46: 6879-6884 (1990), siehe auch Fig. 5). 



m. idemi f agyas Her Se q uenz iedes OBBamm 

Die vorliegende Erfindung licfert ein Verfahren zur Meotifizierung der Zusammensetzung 
und der Sequenz jedes Oligomers in der Bibliothek. Dutch Verfolgen des synthetischen 
Wegs, den jedes Oligomer beschritten hat, kann man auf die Sequenz der Monomere jedes 
Oligomers zurOckschlieBen. Das Vetfehren bembahet das Binden eines Identifiaerungs- 
Tags an das Oligomer, das die Monomerreaktionen und die entsprechenden Schrittzahlen 
anzeigt, die jedes Oligomer in der Bibliothek definieren. Nach dner Reihe von Synthese- 
schritten (und gleichzeitiger Zugabe von Identifizierungs-Tags) Jiesf* man die nrit einem 
Oligomer assoaierten Identifizierungs-Tag(s), urn die Sequenz dieses Oligomers zu 
bcstirnnicn. 

Beispielsweise kann man mikroskopisch ericennbare alphanumerische Tags an jede Perie 
binden (siehe Kg. 2): „A1" bedeutet, daB die Perle an einer A-Monomeneaktion bei Schritt 
I teflgenommen hat, „C2" bedeutet, daB die Perle an einer C-Monomerreaktion an Schritt 2 
teflgenommen hat und „B3" bedeutet, daB B-Monomer in Schritt 3 zugegeben wurde, usw. 
Am Ende der 3-Schritt-Synthese hatte die Perle 3 Tags gebunden, zB. Al, C2 und B3, was 
andeutet, daB die Sequenz der Peptide an der Perie ACB ist Dieses Schema eribrdert eine 
Anzahl verschiedener Identifizierungs-Tags maximal gleich dem Produkt der Anzahl 
verschiedener Monomere und der Anzahl der Synthescschritte (neun in diesem Beispiel). 
Die Anzahl an Identifizierungs-Tags ist reduziert, wenn die Symboie andnander in der 
Reihenfolge der Schritte gebunden sind: A, A-C, A-C-B. In diesem Fall sind nur so viele 
Identifizierungs-Tags wie Monomere notwendig. Der Identifizienings-Tag wird im 
wesentfichen in derselben Weise aufijebaut, wie die Peptide, um die Aufeeichrarag daruber 
zu erhalten, welches Monomer zugegeben wurde und in welchem Add'rtionsschritt. 

Die Identifizierungs-Tags davon identifizieren die jeweihge Monomerreaktion, die ein 
individueUes Mitglied der Bibliothek oder der feste TrSger durchlaufen hat und zeichnet den 
Schritt in der Synthesereihe auC in dem das jeweOige Monomer zugegeben wurde. Die Tags 
konnen unmittelbar davor, wahrend oder nach der Monomerzugabe-Reaktion gebunden 
werden, wie es zweckmaBig und kompatibel mit der Art des Identifizierungs-Tags, der 
Arten der Bindung und der Chenrie der Oligomersynthese ist Das Identifizierungs-Tag wird 
zugegeben, wenn die festen Triger, die einen spezifischen Monomeradditionsschritt 
durchlaufen haben, physikalisch zusammen sind und so als eine Gruppe maridert werden 
konnen, d.h. vor dem nachsten Schritt des Zusammenlegens. 



In einigen Fallen kann es setbstverstandlich, wenn nur eine geringe Anzahl an Mono- 
raereinheiten eines Oligomers variiert word, kann es notwendig sein, nur diejenigen 



Monomers zu identifizieren, die unter den OUgomeren variieren, wic wenn man nur einige 
Aminosfluren iir einem Peptid variieren mftchte. Beispidsweise kflrmte man nur 3 bis 6 
Aminosauren in einem Peptid, das 6 bis 12 AminosSuren lang ist, variieren, Oder man 
mSchte nur 5 AminosSuren in Polypeptide^ die bis zu SO AminosSuren lang and, tadem. 
Man kann die Sequenz jedes Peptids einzigartig identifizieren, indera man filr jeden festen 
Trager ein Identifizierungs-Tag zur Verfugung stellt, das nur die Arnxnosfturen, die in jeder 
Sequenz variiert sind, spezifiziert, was dem Fachmann leicht verstflndBch ist In solchen 
Fallen kSnnen alle festen Trfiger in demsetben ReaktionsgeftB Six die Zugabe gemeinsamer 
Monomereinheiten verbldben und kdnnen f&r die Zugabe der unterscheidenden 
Monomereinheiten auf verschiedene Reaktionsgeftfle verteih werden. 

Das Identifizierungs-Tag kann mit einem Oligomer Ober eine Vidfidt von Mechanismen, 
entweder direkt, flber ein verknttpfendes Molekiil oder Ober einen festen Trager, an dem das 
Oligomer synthetisiert wird, assoziiert sein. Bei der letzteren Art kSnnte das Tag auch an 
einen weiteren festen Trager gebunden sein, der wiedenim an den festen Trager, an dem das 
Oligomer synthetisiert wird, gebunden ist 

IV. Arten von Identifizjerunes-Tags 

Das Identifizierungs-Tag kann jedes erkennbare Merkmal sein, d.h. zum Bei spiel mikro- 
skopisch unterscheidbar in Form, GroBe, Farbe, optischer Dichte, etc.; unterschiedlich beim 
Absorbieren oder Emittieren von Licht; chemisch reaktiv; magnetisch oder elektronisch 
codiert; oder in einer anderen Weise mit der erfbrderiichen Information War marldert und 
bei dnem Level von einem (oder wenigen) festen Trfigern entschlQsselbar. In oner 
Ausfilhrungsform beinhaltet jede Perie oder ein anderer fester Trager in der Bibliothek eine 
Vielzahl von Fluoropboren oder anderen Ucht-ansprechbaren Arten von MoIekOlen, deren 
spektrale Eigenschaften verandert werden kdnnen und daher zur Speicherung von 
Information verwendet werden kdnnen. In einer solchen Art beinhaltet one Perie one 
Vielfalt von Fluoropboren, die jeweils sdektiv photobleichbar sind und so unf&hig fDr 
Fluoreszenz werden oder in der Fluoreszenz abnehmen. W&hrend jedes Kupplungsschritts 
wird die Perte bestrahlt (oder nicht), urn einen oder mehrer bestimmte Art$n von Fluoro- 
pboren photozubleichen (oder nicht), womit die Identity des Monomers in dem syntheti- 
sieiten Oligomer aufgezeichnet wird. Siehe Science 2S5: 1213 (6, M3rz 1992). 

Man kann mikroskopisch identifizierbare Tags als kleine Perlen von erkennbar unter- 
schiedlichen GrOBen, Formen oder Faiben oder mit Strichcodes (bar codes) markiert, ton- 
struieren. Die Tags kdnnen „maschinenlesbare" Lumineszenzmarkierungen oder radioaktfve 
Markierungen sein. Der Identifizierungs-Tag kann auch eine codierbare molekulare Struktur 



son. Die Information kann in der GrOfle (z.B. Ltage ones Polymers) oder der 
Zusammensetzung des MolekOls codiert sein. Das beste Beispiet fUr die letztere Art von 
Tag ist eine Nucleinsauresequenz, d.h. RNA oder DNA, die aus natflrficfaen oder modifi- 
zierten Basen zusammengesetzt ist. 

Synthetische OUgodesoxyribonudeotide and insbesonders bevorzugte informationstragende 
Identffizierongs-Tags. Oligonucleotide sind on natQrliches, hochdichtes Infbrmati- 
onsspeichermediuirL Die IdentitSt der Art des Monomers und des Zugabeschritts wird ein- 
fach in einer kurzen Oligonucleotidsequenz codiert und beispietswetse an jede Peptidsyn- 
these-Perle angehangt Wenn eine dnzelne Perle durch Durchmusterung isoliert wird, z3. 
filr Rezeptorbindung, kdnnen die gebundenen Oligonucleotide rait Verfahren, wie PCR, 
vervielfiltigt werden (siehe PCR Protocols: A guide to Methods and Applications. (Innis, 
M., GeKand D., Sninsky, J. und White, T„ Academic Press, San Diego 1990) oder sic 
kBnnen mit anderen Nucleinsaure-V«\delfflltigungsver&hren, wie die Ligase-Kettenreaktion 
oder das selbst-erhaltende Sequenz-Replikationssystan vervielfSltigt werden. Das 
vervielfeltigte Produkt kann einfech sequenziert oder anders identifiziert werden, um die 
Identitat des Peptids an der Perle zu decodierert Fur diesen Zweck kann man jede einer 
Vielfalt von Sequenzierungsmethoden verwenden, einschlieBlich das Sequenzieren mit 
Sequenz-spezifischer Sondenhybridisieiung. 

Akernativ kann die Information eher in der Unge alsinder Sequenz, oder zusfitzlich zu der 
Sequenz des Oligonucleotids codiert sein. Wenn nur die LSnge des Oligonucleotids 
venvendet wird, um jede spezifische Monomerzugabe 211 dem Oligomer darzustellcn, dann 
kann die Identhftt des Oligomers durch Vervielfthigen des Oligonucleotids decodiert wer- 
den, wie vorstehend beschrieben, und die Markieningen werden Ober jede einer Vidzahl 
von GrOBentrennungsverfehren identifiaert, einschliefllich Polyacrylainidgelelektrophorese 
oder Kapillarelektrophorese, 

Es gibt verschiedene Arten, in denen Oligonudeotide als Identifizierungs-Tags verwendet 
werden konnen. Die Oligonudeotide kflnnen vor, wihrend oder nach dem entsprechenden 
01igomer-(zJB. Peptid>Syntheseschritt Base-bei-Base zusammengesetzt werden- In einem 
Fall der Base-bei-Base-Synthese ist das Tag fUrjeden Schritt ein einzelnes Nucleotid oder 
hfichstens sehr wenige Nudeotide (d.L 2 bis 5). Diese Strategie erhfilt die Rdhenfolge der 
Schritte in der linearen Anordnung der Oligonucleotid-Kette, die paralld mit dem OBgomer 
wachst. Um die chemische KompatibtlitSt der parallden Syntheseschritte (z.B. Oligo- 
nucleotide und Peptide) zu erhahen, kann man die Standard-Synthcscchemien modifizieren. 



Eine Variation der Basen-bei-Basen-Zusanuncnsctzung ist der Biock-bei-Block-AnsatzL 
Codierte Satze an Nucleotiden C,Codons M ) von 5 bis 10 oder mehr Basen werdcn als 
geschQtzte, aktivierte Blflcke zugegeben. Jeder Block trfigt die Information der Monomer- 
Art und die Reihenfblge der Zugabe reprfcsentiert die Reihenfblge der Monomer-Zugabe- 
reaktion. Altcrnativ kann der Block die OUgomersynthese-Schrittanzahl genauso wie die 
Information der Monomer- Art codieren* 

Man kann auch geschfltzte (oder ungeschOtzte) Oligonucleotide mit Vervielflltigungs- 
Priraer-SteHen, Monomer-spezifischer Information und Rcihenfolge-der-Zugabe-Infbnna- 
tion anhangen, die von 10 bis 50 bis ISO Basen lang sind bei jedem Schritt Am Ende einer 
Reihe von n OUgomer-Syntheseschritten gfibe es n unterschiedlich codierte Satze an Oli- 
gonucleotid-Identifizierungs-Tags, die mit jeder Oligomersequenz assoziiert sind Nach dem 
Identifizieren der Oligomere mit Liganden-Aktivitiit werden die assoziierten Oligonucleotide 
mit PGR vervielfiltigt und sequenziert, urn die Identity des Oligomers zu decodierea 

V. Bmdung <to ?dffltifizieni>ig^TaB(s) an das Qligprqgr 

Die Identifizi erungs-Tags kdnnen an chemisch reaktive Gruppen (z3. unmaskierte Thiole 
oder Amine) an der OberflSche eines SynthesetrSgers gebunden sein, der funklionalisiert ist, 
urn die Synthese eines Oligomers und die Bindung oder die Synthese der Oligonudeotid- 
Identifizierungs-Tags zu ermOglichen. Die Tags kOnnten auch an Monomere gebunden sein, 
die in einem geringen Anteil in die Oligomer-Ketten oder als caps in einer geringen Anzahl 
der Oligomer-Ketten oder als reaktive Stellen an den Linkern, die die Oligomer-Ketten mit 
dem festen Triger verbinden, einverleibt sein. 

In einer AusfUhrungsform haben die festen Trager chemisch reaktive Gruppen, die unter 
Verwendung zwei verschiedener oder „orthogonalet* Arten von Schutzgiuppen geschfltzt 
sind. Die festen Trager werden dann einem ersten Mitt el zum Entfornen der Schutzgruppe 
oder einem Aktivator ausgesetzt, wobei die erste Art von Schutzgruppe von beispielsweise 
den chemisch reaktiven Gruppen entfernt wird, die als Stellen fQr die Oiigomersynthese 
dienen. Nach der Reaktion mit dem ersten Monomer werden die festen Trfiger dann einem 
zwetten Aktivator ausgesetzt, der die zweite Art von Schutzgruppen entfernt, wobei bei- 
spielsweise die chemisch reaktiven Gruppen freigesetzt werden, die als Bindungsstetlen filr 
das Identifizi erungs-Tag dienen. Einer oder beide Aktivatoren kdnnen in einer Lfisung sein, 
die mh den Trflgern in Kontakt gebracht wird. 

In einer anderen Ausfilhningsform kann der Linker, der das Oligomer und den festen Trager 
verbtndet, chemisch reaktive Gruppen haben, die mh der zwei ten Ait von Schutzgruppe 



geschutzt ist. Nach der Reaktion mit dem erstcn Monomer wird der feste Trtger, der den 
linker und das „wachsende" Oligomer trtgt, einem zwdten Aktivator ausgesetzt, der die 
zwdte Art von Schutzgruppe entfemt, wobei die Stelle, die das Idertmaerungs-Tag direkt 
an den Linker bindet, freigesetzt wird, eher als die direkte Bindung an den festen Trtger. 

Fans Aktivatoren oder Mittel zum Entfemen der Schutzgruppe in das Vertahren znr Her- 
steUung der synthetischen Peptid-Bibliothek mit einer Vielfalt von verechiedenen MhgUe- 
dem einvcrlcibt werden, wobei jedes Mhglied einen festen Trtger umfafit, an den eine 
unterschiedliche einzelne Peptidsequenz und em Oligonucleotid-ldentifiaerungs-Tag zum 
Identifizieren der Peptidsequenz gebunden ist, umftflt das Verfahren: a) Vertdlung der 
festen Trtger auf eine Vidzahl von ReaktionsgefaBen; b) Umsetzen der festen Trtger mit 
einer Losung in jedem ReaktionsgeffiB und sequenaefles Behanddn mit (I) einera ersten 
Aktivator, urn eine erste Art von Schutzgruppe von dem festen Trtger zu entfemen, (2) 
einer ersten Aminosaure oder einem Peptid, urn die AminosMure oder das Peptid an den 
festen Trtger an den Stellen, an denen die erste Art von Schutzgruppe entfemt wurde, zu 
kuppeln, (3) einem zweiten Aktivator, urn eine zwdte Art von Schutzgruppe von dem 
festen Trtger zu entfemen, und (4) einem ersten Nudeotid- oder Otigonucleotid-Tag, urn 
das Tag an den Stellen, an denen die zweite Art von Schutzgruppe entfemt wurde, zu 
kuppeln; c) Zusammenlegen der Trtger, d) Aufteilen der zusammengelegten festen Trtger 
auf eine Vielzahl von ReaktionsgefaBen, und e) Wiederholen des Schritts b), um eine zweite 
Aminosaure oder etn Peptid und ein zwehes Nudeotid- oder OKgonudeotid-Tag an den 
festen Trtger zu kuppeln. 

Wie vorstehend erwahnt, kann die Erfindung audi in der Weise durchgeftlhrt werden, in do- 
es keinen festen Trtger gibt und das Tag direkt (oder fiber einen Linker) an das Oligomer 
gebunden ist, das synthetisiert wird. Die GroBe und Zusammensetzung der BibBothek wird 
durch die Anzahl an Kupplungsschritten und die wahrend der Synthese verwendeten 
Monomere bestimmt. Der Fachmann erkennt, dafl entweder das Tag oder das Monomer in 
der jeweiligen Ausftlhrungsform zuerst gekuppdt werden kann. 

Eine weitere mOgliche Ausfuhrungsfonn ist die Verwendung von zwd festen Trtgern, wie 
Perlen, die physikalisch verbunden sind, etnersehs mit Synthesestellen (oder Linkern) fur die 
Oligomere und andererseits mit Bindungsstellen (oder Linkern) fiir die Identifiaemngs- 
Tags. Diese Anordnung eriaubt die Trennung von Oligomeren und Identifiaerungs-Tags in 
diskrete „Zonen" und eriaubt die Verwendung stark unterschiedhch diemisch reaktiver 
Gruppen und Chemien fiir die Bindungen. Die festen Trtger konnen separat derivatiaert 
sein und dann unter Bedingungen verknQpft sein, bd denen alle oder annahernd alle festen 
Trtger der Synthese einen Tag-Bindungs-festen Trtger im Schlepptau haben. Die festen 
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Trfiger kdnnen unterschiedliche Grtflen haben, wie beispielsweise etne groBc Syntheseperte 
mlt einigen (oder vielen) daran gebundenen Weineren Tag-Bindungs-Periea In einer 
AusfUhningsform hat der erste feste Trfiger mindestens erne daran gcbundcne Ammosfiurc 
und der zwette feste Trfiger mindestens dn daran gebundenes Nucleoid. 

5 

Die Art der VerknGpfong der beiden Perien ist durch die Chemie der Oligomersynthese 
beschrfinkt. Das offensichtlichste Mittel der Verknupfang der Perien ist nut einem hetero- 
biflinktionalen Veraetzungsrahtel (&r Beispicle solcher Mittel siehe Pierce ImmunoTech- 
BOlogy Catalog and Handbook. Seiten E10-E18 (1991)), die mit den dominanten chemisch 
10 reaktiven Gnippen an jeder Speries des festen Trfigers wechselwirken. 

VI. Codieren der Identifiziemngs-Tag-InfoTmation 

Die Wahl der Basen, die in einem OUgonucleotid-Identifizierungs-Tag verwendet werden, 
15 ist durch die Chemie der Oligomersynthese bestimmt Beispielsweise wOrde die Verwen- 
dung einer starken S&ure zur Entfemung der Schutzgruppen an den Peptiden die Nuclein- 
sfturen depurinieren. Daher konnten, fells Standard-Chemien fflr die Peptidsynthese ange- 
wendet werden, die Pyrimidine C und T in einem binftren Code verwendet werden. Somit 
ware in einer bevorzugten Ausfiihrungsform das Identifizierungs-Tag eine Oligopyrimi- 
20 dinsequenz. 

In einer anderen Ausfiihrungsform kann die LabilitAt der Purin-Nudeotide gegen starke 
Sfiure dadurch Qberwunden werden, daB Purin-Nucleosidanaloga verwendet werden, wie 7- 
Deaza-2 f -deoxyadenosin und 7-Deazar2'-deoxyguanosin (siehe Bair et al., Big Techniques 
25 4: 428-432 (1986) und Scheit, Nucleotide Analogs: Synth esis and Biological Function, 
Seiten 64-65 John Wiley and Sons, New York). Die Verwendung dieser oder anderer 
Analogs warde die Verwendung eines quaternfiren oder anderen, ira Gegensatz zu einem 
binaren, Codierungsschema erlauben. 

30 Die Wiedergewinnung der Information aus den OUgonudeotid-Identifizierungs-Tags ist 
Qber etne Vtelzahl von EntschlOsselungsschemata moglich, von denen zwei nachstehend 
beschrieben sind. In dem ersten ist die OUgomersequenz-Information mindestens teilweise in 
der Lange des Oiigonucleotids codiert. Jedes unterschiedliche Monomer, das be; einem 
bestimmten Schritt in der Oligomersynthese zugegeben wurde, kann durch ein Oligo- 

35 nucleotid-Tag einzigartiger Lange reprtsentiert son. Das Oligonudeotid enthfilt inherent 
Vervieiaitigungsstellen, wie PCR-Priming-Sequenzen, die charakteristisch fiir eine 
bestimmte Schrittzahl in der Oligomersynthese sind. Die Bestimmung der Oligomerzu- 
sammensetzung bei einer bestimmten Position in der Sequenz beinhaltet dann die Verviel- 
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Bftigung des Tags unter Verwendung der PCR-Priming-Sequenz, die charakterisrisch fir 
den Schritt in der Synthese ist und Grofianrennung der Vemelfitftigungsprodukte unter 
Verwendung bekannter Verfthren, wie Gel- oder Kapfflarelektrophorese (unter Verwen- 
dung der getaggten Oligonucleotide als Standard). Diese Ausfuhrungsform ist insbesondere 
5 brauchbar, wenn es erwttnscht ist, erne Bibliothek von Verbindungen zu machen, die einer 
Lead-Sequenz verwandt sind, Man muB nur wfihrend der Schritte taggen, in denen one 
Stelle synthetisiert wird, die analog ist 

0 

ZusStzlich zur Lange kann die OUgomersequenz-Infbnnation auch in der Sequenz der Basen 
10 codiert sein, die das Oligonudeotid-Tag umfefit Diese Art der Codierung ist nicht nur in 
der Ausfilhrungsforro wertvoll, in der man ein unterschiedBches Oligonudeotid-Tag an 
jeden Kupplungsschritt bindet, sondem auch in der Ausffihrungsform, in der man ein 
Oligonudeotid bei jedem Kupplungsschritt veriangert. Beispielsweise kann man, wie in 
Figur 4 gezeigt, OUgonucleotide mit bis zu 100 Basen (oder etwas langer) verwenden, 
13 wobei jedes sieben Regionen hat, wie nachstehend beschrieben. 

Region 1 ist erne 3'-PCR-Primer-Stene (20 bis 25 Basen). Diese Stelle wird in Verbindung 
nut einer weheren PCR-SteUe (an dem S'-Ende des OUgonucleotids) verwendet, um die 
Vervielfaltigung mit PCR zu starten. Andere VemelSMgungsraethoden kfinnen ebenfalls 
20 verwendet werden. 

Region 2 ist eine „Schritt-spezifische" DNA-Sequenzietungs-Primer-SteUe (15-20 Basen). 
Diese Stelle ist fflr einen bestimmten numerierten Schritt in der Synthesereihe spezifisch. 
AUe Oligonucleotide, die in einem bestimmten Schritt zu alien Perlen zugegeben werden, 
25 haben diese Sequenz gemeinsam. Jeder nuraerierte Schritt hat eine hoch-spezifische Primer- 
Stelle, die diesen Schritt reprasentiert 

Region 3 ist ein Spacer (20-30 Basen). Ein Spacer-Segment mit variabler Lange, vorzugs- 
weise jedoch 20 bis 30 Basenpaare lang, plaziert die codierende SteUe genflgend weit ent- 
30 femt von der Sequenzierungs-Primer-Stdle, um ein gutes J>urchlesen" uber die codieren- 
den Monomere oder die Identifizierungsregion zu ergdien. 

Region 4 ist eine Monomer-Identifizierungsregion (8 Basen). Jede dieser Basen in diesem 
Strang reprasentiert ein Bit eines binaren Codes, wobei beispielsweise T«0 und C=l. Jeder 
35 Satz an Schritt-spezifischen Identifiaerungs-Tags besteht aus 8 Basen mit einer 1(C) oder 
einer 0(T) an jeder der 8 Positionen. Diese kftnnen als Schalter betrachtet werden, die auf 
>7 An" oder „Aus" bei verschiedenen Poshionen gesetzt sind. Jede Monomer-Art ist durch ein 
Gemisch von 1 bis 8 dieser „Schalter" codiert 




Region 5 ist cine Schrittanzahl-Best&gungsregion (4 Basen phis 2 Basen an jeder Sdte zur 
Rcgiommterschttdung). Vier Bits in diesem kurzen Abschnht codieren die Schrittzahl. Dies 
ist redundant Sir den Sequenzierungs-Primer, kann jedoch venvendet warden, urn zu 
5 bestfitigen, daB die richtigen Prima- verwendet wurden und dafl der richtige Schritt deco- 
diert wild. 

Region 6 ist eine Wiederholung der Identifcrieningsregion (8 Basen). Diese Region hat 
dieselbe Information wie Region 4 und wird verwendet, um die Monomer-Identitfit zu 
10 bestfitigen. Das Installieren dicser zweiten Monomer-codierenden Region erhflht auflerdem 
die Wahrschetnlichkeit, daB ein gutes Sequenz-JLesen" erhalten wird. 

Region 7 ist eine 5*-PCR-Primer-SteUe (20 bis 25 Basen). Diese Stella dient als eine Steile 
zum Anheften eines zweiten PCR-Primers zur Vervielflltigung der Sequenz. Die Lfinge der 
15 Oligonucleotide mit alien sieben dieser Merkmale, wobei dnige optional sind, liegt 
gew6hnlich zwischen 75 und 125 Basen. 

Ein 8-Bit-Format kann 256 verschiedene Monomer-Artea codieren. Die Anzahl an 
Schritten, die codiert werden kdnnen, ist durch die Anzahl der Schritt-apezifischen Satze (8 

20 pro Satz) der zur Verftlgung stehenden Oligonucleotide bestimmt Mh 10 Sfitzen (80 
Oligos) kann man bis zu 256 verschiedene Monomere codieren, die in die Oligomere mit bis 
zu 10 Einheiten Lfinge zusammengesetzt werden (sorait wird eine Codierungsfthigkdt von 
bis zu 256 w =l f 2 x IO 24 Oligomersequenzen zur Verfilgung gesteflt). Die codierten 
Identifizierungs-Tags kOnnen so verwendet werden, daB jedes Monomer einer speziellen 

25 binfiren Zahl zugeordnet ist (z.B. Ala=00000001, (Hy=00000110, etc). Die geeigneten 
Oligonucleotide werden kombiniert, um den korrekten binfiren Code zu ergeben. 

Vn. Wtedergewin nen und Decodieren der Identifizierungs>Tttg-IiiformatiQn 

30 Falls spezielle Perien in einem Rezeptor-Durchmusterungsexperiment isoliert werden, 
kOnnen die Perien individuell mit einer Reihe von Mhtdn getrennt werden,. einschlieBHch: 
infinite VerdQnnung (infinite dilution), Micromanipulation oder vorzugsweise, fluoreszenz- 
aktiviertes Zell-sortieren (FACS), obwohl in bezug auf die voriiegende Eifindung FACS 
genauer „fluoreszenzaktiviertes Oligomer oder fester Trfiger Sortierung" ist (siehe Methods 

35 in Cell Biology, Vol. 33 (Darzynkiewicz, Z. und Crissraan, H.A. eds., Academic Press); und 
Dangl und Herzenberg, J. Immunol Methods 52 : 1-14 (1982). Wenn die erwQnschten 
Perien isoliert worden sind, mufl man das Tag identifizieren, um die Sequenz des Oligomers 
an der Perle sicherzustellea 



Um die Tag-Identifizierung zu erldcbtem, gjbt es one Vidzahl an Mdglichketten. Bd- 
spidswdse kannte man das Tag direkt von der Perie duroh Sequenaercn oder Hybridlaeren 
lesen, wenn das Tag ein Oligonudeotid ist. Man kann die OUgonucleotid-Tags aucfa 
vervielfihigen, um die Tag-Identifiziening zu erldchtern. Die Ohgonudeotid-Identifizie- 
rungs-Tags, die von cinem einzetoen festen Trager oder Oligomer getragen werden, konnen 
in vivo durch Klonen oder in vitro, z.B. rah PCR vervielfitogt werden. Wenn die Gtenze 
der Detektion in der GroBenordnung von 100 MolddUen liegt, dann wfiren mindestens 100 
oder mehr Kopien jedes Oligonucleotid-Tags an einer Perle erforderlich. Kopien des Tags 
werden entweder als einzelstrangige Oligonucleotide, doppelstrangige Nudeinsauren oder 
Gemischen aus dnzd- und doppdstrangigen Nudeinsauren mit einer Vidzahl von 
Verfehren hergestellt, von denen rinige nachstehend beschrieben and und das vervielfiltigte 
Material wird sequenziert. In der eifindungsgemfiflen Ausfuhrungsform, in der ein 
getrenntes und unterschiedliches Oligonucleotid-Tag jedem Monoraer-Zugabeschritt zuge- 
geben wird Qm Gegensatz zum Veriingern eines bestehenden Tags in jedem Schritt), kann 
man alle Tags auf einmal vervielftltigen und dann das vervielfiltigte Material in so vide 
verschiedene Sequenzierungsreaktionen teilen, wie Oligomersynthesescbritte durchgefflhrt 
wurden (durch Anwenden eines unterschiedlichen Sequenaenings-Primers fiir jede Art von 
Tag). In dieser Ausfuhrungsform kann man die Tags auch so aufbauen, dafl jedes Tag 
getrennt von den anderen Tags durch die Auswahl gedgneter Pnmer-Sequenzen vervid- 
ftltigt werden kOnnte. Die Sequenzierungsreaktionen werden durchgefuhrt und auf einem 
Standard-Sequenzierungsgd laufen gdassen. Die OHgomeraequenz wird von dem Code 
abgeleitet, der in der sich ergebenden Sequenzmformation aufgedeckt wird. 

Eine alternative Strategic ist die Verwendung von herkOmmlichen PCR-Primern und her- 
kOmmlichen Sequenzierungs-Primern (die Sequenzienings-Primer kflnnen sogar komplett 
oder teilweise mh einer PCR-Primer-Stdle uberiappen) und der Schritt wird durch Hybri- 
disieren an Oligonudeotid-Sonden identifiziert, die komplementar zu jeder Schritt-spezifi- 
schen Sequenz in den Oligonudeotiden von den Perlen sind. Ein einfacher Satz von 
Sequenzierungsreaktionen wird an alien vervidfiUtigten Oligonudeotiden von dner dn- 
zelnen Perie durchgefuhrt und die Reaktionsprodukte werden in dnem dnzelnen Satz von 
Spuren auf einem Gd laufen gdassen. Die Reaktionsprodukte werden aodann auf dne 
geeignete Hybridisierungsmembran transferriert und mit dner Einzelschritt-spezifischen 
Sonde hybridisiert; siehe Maniatis et al., Cold Spring Harbor Laboratories, Cold Spring 
Harbor, NY (1982). Nach der Detektion des sich ergebenden Signals wird die Sonde von 
der Membran gewaschen und eine weitere Schritt-spezifische Sonde wird hybridisiert. Man 
konnte auch das in EP-PS 237,362 und der PCT-Verdffentlichung Nr. 89/11584 
beschriebene Verfehren verwenden. 
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Parallel Hybridisierung liefert eine Alternative zu dcr sequenziellea Hybridisienmg. Die 
Sequenzienragsreaktionen werden in cine Anzahl von Aliquots auffceteilt, die der Anzahl an 
Peptidsyntheseschritten gleich ist und in jeweils einem getrennten Satz Spuren auf dem 
5 Sequenzierungsgel laufen gelassen. Nach dem Transferrieren der Reaktionspnodukte auf 
eine geeignete Membran wird die Membran zerschnitten, urn die Sitae an Spuren zu tren- 
nen. Jeder Spuren-Satz wird dann mh einer Vielzahl von Schritt-spezifischen Oligo- 
nucleotid-Sonden bybridisiert (siehe „Uniplex DNA sequencing" und ^Multiplex DNA 
sequencing" in Pt«c Luminescent Kits Product Catalog. Bedford, MA, 1990). 

10 

Wie vorstehend erw&hnt, kann eine einzetne Synthese an einem festen Trager (oder an einer 
gebundenen Perle mit einem Tag oder in LOsung in einem „Nfipfchen") nur einige 100 
Kopien jedes Oligonucleotid-Tags umfassen. Diese Tags kOnnen vervielf&ltigt werden, ziJ. 
nrit PCR oder anderen bekannten Nfitteln, um ausreichend genau zu sequenzierende DNA 
15 zu liefern. Die Ffihigkdt, die Oligomere zu decodieren, hfingt von der Anzahl von 
verftgbaren Oligonucleotid-Identtfizierungs-Tags, dem Grad an Vervidftkigung, der aus 
den verfugbaren Tags erreicht werden kann und der Genauigkeit der Sequenzierung dieser 
vervielfiltigten DNA ab. 

20 Die am hfiufigsten verwendete in W/w-DNA-VervielfiUtigungsmethode ist PCR. Alternative 
VervidMigungsmethoden beinhalten bdspidsweise Nucleinsfiuresequenz-baaerende 
Vervidfiltigung (Compton, Nature 350 : 91-92 (1991)) und vervielf&ltigte Antisense-RNA 
(Van Gdder et al., Proc. Nat, Acad. Sri. USA 85 : 7652-7656 (1988)) und das sdbst- 
erhaltende Sequenzreplikationssystem (3SR, siehe Guatdli et al., Proc. Natl. Acad. Sd. 

25 USA 87 : 1874-1878 (1990)). 

Wenn PCR-Vervtelfiltigung eines Oligonucleotid-Idaitifizienings-Tags angewendet wird, 
kann ^PCR-Produktverunreinigung 1 * auftreten, was dadurch vcrursacht ist, daB das Produkt 
einer PCR-Reaktion ein nachfolgendes PCR-Reaktionsgemisch verunreinigt, das dazu die- 

30 nen soli, andere Tags mit denselben PC^-Primer-Bindungsstellen zu vervielf&ltigen. Man 
kann dieses Problem umgehen, indera LabilitSt in die Produktsequenzen eingef&hrt wird und 
nachfblgende Reaktionen so behandelt werden, daB potentielle Venmreinigung, die aus 
frilheren Reaktionen hindngetragen wird, zerstOrt wild. Ein spezielles Bdspid dieser 
Strategic, filr die kommerzieUe Kits von PECI und life Technologies verkauft werden, ist 

35 es, dUMP in das Produkt dnzufiihreit Die Behandlung jeder neuen PCR-Reaktion nut 
UracB-N-glykosidase baut jede dU-enthaltende anwesende DNA ab und verhindert somit 
die Vervielfikigung der Verunrdnigung. Die Matrizen-DNA, die kdn dU enthalt (nur dT) 



wird nicht beetnfluBt. Selbstverstandlich wird die Giykosidase, bevor die VervieifaMgung 
begonnen wird, entfernt oder inakriviert. 

Einige der vorstehend Sir die Pepnfcynthese beschriebenen Tags haben die ungewOhnliche 
Charakteristik, nur Pyrimidine zu enthalten Das bedeutet, daB die Unicfl-Glykosidase- 
Strategie (Perkin Elmer Cetus Instruments (FECI) Catalog, Alameda (1991)) nur an der 
Halfte der hergestellten Strange funktionieren wird - namGch derjentgen, die Ts (oder IT a) 
enthalten. Man kann dUMP nicht in den komplementaren nur-IWhamgen Strang 
emffihren. Jedocb ist der Purinstrang sehr empfindlich gegenuber saurer Depurinierungund 
alkalisch-vermittelter Spaltung dea ROckgrats. Die Kombination dieser Behandhmgen kann 
die Probleme mit der Produktverunreinigung stark reduzieren. Ein anderer Ansatz, urn den 
Obertrag von Verunreinigung zu verhindem, bcinhahet die Einflihrung emer 
RestriktionssteUe <Ejr.I kftnnte Or Polypyrimidin-Tags verwendet wcrden) in das Ougo- 
nucleotid-Tag und Spaltung mit dem entsprechenden Restriktionsenzym vor der Verviel- 
faltigung einer Reaktion, von der vermutet wird, daO sic mit dem Tag kontaminicrt ist 
Dieses Verfahren fonktioniert nur, wenn das zu vervieifihigende Tag nicht von dem Enzym 
gespahen wird, wie es gewohnlich bei einzelstrangigen OBgonucleotid-Tags der Fall ist 

Zum Sequenzieren der vervielfaltigtcn DNA mochte man gewOhnlich einzelstrangige 
Matrizen erzeugen. Diese Erzeugung kann auf einige Arten erreicht werden. Eine dieser 
Arten ist unsymmetrische PCR, wobei ein OberschuB an einem Primer verwendet wird, urn 
einen Strang bis zu einem Grad von 1 0- bis 1 OOmal mehr zu vervidfaltigen als den anderen 
(siche z-B. US-PS 5,066,584). Ein weiteres Mittel, eine einzelstrangige Matrize zu liefern, 
ist es, einen der Primer zu biotinylieren und den sich ergebenden Strang zu reinigen oder mit 
Adsorption an immobilisiertes Streptavidin zu entfernen (Pierce ft)«nuMtfchno)ogY Cataloq 
fl «d Handbook. 1991). Noch ein anderes Mittel beinhaltet die Erzeugung von RNA- 
Transkripten (nur einen der Strange reprasentierend) von einem RNA-Pofymerase- 
Promotor und Sequenzieren der Transkripte mit reverser Transkriptase (Sommer et al., 
Kapitel 25, in T*H ftpjafigjsj A Quid* to Methods flnd Applications. fflJPis). Wenn d* 
Tags nur aus Pyrimidin-Nucleotiden zusammengesetzt sind, koimen dam alle Punnstrange 
mit SflureWBasebehandlung eliminiert werden, wobei der Pyriniidinstrang fflr das 
Sequenzieren Qbrigblcibt 

Die Verwendung von getrennten Sequenzienmgs-Primern fur jedes Schritt-spezifische 
Oligonucleotid erfordert eine getrennte, herkdmmliche Sequenzierungsreaktion fur jeden 
Schritt-spezifischen Primer. Die Verwendung von Primern, die unterschiedlich marldert 
sind, wQrde es erlauben, die Identifmerungs-Tags von einem einzelnen festen Trager in 
etner einzelnen Reaktion zu sequenzieren und in einem einzelnen Spurensatz (2 Spuren) auf 




etnem Gel laufen zu lassen. Es gibt jetzt kommerzidl erhaltliche Primer, die mh imter- 
scheidbaren Fluorophoren markiert sind und f&r diese Zweck geetgnet sind (ABI Catalog). 
Es kdnnen auch S&tze von ChemUirniineszenzmarkieningen, die beute kommerzidl erhfllt- 
lich sind, verwendet werden (Bronstein et ai., BioTechniqucs 8 : 310-314 (1990)). 

ErfindungsgemfcB verwendbare DN A-S equenzierungsenzymc beinhalten Taq-DNA-Poly- 
merase, Exoli- DNA-Polvmerase I (oder Klenow-Fragment), T7-Polyinerase, Sequenase™ 
und Sequenase n™ (modifizierte T7-DNA-Polymerasen), B^-DNA-Polymerase und 
reverse Transkriptase (von AMV, MMLV, RSV, etc., siehe USB Enzymes for DNA Se- 
quencing, U.S. Biochemical Corp., 1991, Cleveland, OH). 

Die Sequenz eines Oligonudeotid-Tags kann auch mit Hohe-Genauigkeit-DNA-Hybridi- 
sierungstechniken identifiziert werden. In diesem Fall kdnnen immobilisierte Polymer- 
synthesen in sehr groSem MaBstab mit Oligonucleotiden verwendbar sein (siehe PCT- 
PatentverOffentlichungen Nr. 92/10587 und 92/10588). 

vm Purchmystem nach Rezgptoren m}t gynthrtischffl QHgwmff-SibiigthekCT 



Die erfindungsgemfiBen getaggten synthetischen Oligomer-Bibliotheken haben eine wdte 
Vielzahl an Venvendungen. Beispiebweise kdnnen diese BibGotheken verwendet werden, 
urn Peptid- und Nucleinsfiuresequenzen zu bestirnmen, die an Proteine binden, beira Auf- 
finden von Sequenz-spezifisch bindenden Arzneimitteln, zum Identifiziercn von Eprtopen, 
die von AntikOrpern erkannt werden und zum Bewerten einer Vielzahl von Arzneimitteln 
Sir Idinische und diagnostische Anwendungen und Kombinationen des vorstehend 
genannten. Beispielsweise kOnnten Peptide, die nur etwa 5 AminosSuren lang and, in 
Rezeptor-Bindungsstudien verwendbar sein. 

Synthetische Oligomere, die an kleinen Perlen angebracht sind, kCnnten auf die Ffihigkeh, 
an einen Rezeptor zu binden, durchmustert werden. Der Rezeptor kann mit der Bibliothek 
aus synthetischen Oligmeren in Kontakt gebracht werden, unter Ausbildung eines gebun- 
denen Mhglieds zwischen einem Rezeptor und dem Oligomer, das in der Lage ist, an den 
Rezeptor zu binden. Das gebundcne Mitglied kann dann identifiziert werden. Ala ein Bei- 
spiel kennte der Rezeptor ein Immunoglobulin sein. 

Verfahren zur Selektion der individuellen Perlen, die Liganden an deren Oberflftche zdgen, 
sind analog zu FACS-Verfahren zum Klonen von S&ugetierzellen, die ZeQober- 
flftchenantigene oder Rezeptoren exprimieren. Daher sind Verfahren zum Selektieren und 
Sortieren der Perlen dem Fachmann auf dem Gebiet des Zellensortierens ofiensichtlich. 
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Beispielsweise kann ein Rezeptor wit einem Fluoreszenz-Tag maririert werden und dann nut 
dem Gemiscfa aus Perlen rah gebundenen Oligorneren inkubicrt werdca Nach dem 
Abwaschen von ungebundenen oder nicht spezifisch gebundenen Rezeptoren kann man 
FACS verwenden, urn die Perien zu sortieren und zu idcntifizieren und physikalisch indi- 
5 viduelle Perien mit hoher Fluoreszenz zu isofieren. 

Akernativ kdnnen Affinit&tsadsorptionsverfehren in Verbindung mit den erfin di mgs g em&Qen 
Bibliotheken angewendet werden. Das Genrisch aus Perien kann etner Oberfliche ausgesetzt 
werden, auf der ein Rezeptor immobilisiert wurde (siehe PCT-PatentverOfiEfattlichung Nr. 

10 9 1/07087). Nach dem Waschen und Entferoen der ungebundenen Perien kann man dann auf 
der Oberfliche gebundene Perien eluieren unter Venvendung von Bedingungen, die die 
Starke der Oligomer/Rezeptor-Wechselwirkung mindern (niedriger pH, beispielsweise). Das 
Ver&hren der AflBnititsadsorption kann mit den eluierten Perien wiederholt werden, fells es 
erwQnscht ist. Zum SchluB werden die Perien physikalisch getrennt rah beispielsweise 

15 begrenzter VerdQnnung, mit FACS oder mit Verfehren, die denjenigen ahnlich sind, in 
denen Zellen mit einem Rezeptor inkubiert werden, dec an kleine superparamagnetische 
Perien gekuppelt ist und dann werden Zellen, die einen Liganden filr den Rezeptor 
exprimieren, unter Venvendung von Hochldstungsmagneten extrahiert (siehe Miltenyi et 
al, Cvtometerv 11 : 231-238 (1990)). Magnetisch selektierte Zeflen kdnnen dann writer 

20 analysiert und sortiert werden unter Venvendung von FACS. Radionudeotide kOnnen audi 
dazu dienen, einen Rezeptor zu markieren. 

Akernativ kann die voriiegende Erfindung dazu verwendet werden, Bibliotheken von ids- 
lichen getaggten Oligomeren zu erzeugen, die in dner Vidzahl von Durchmusterungsver- 
25 fahren verwenden werden kdnnen. Beisptdswdse kann die Oligomer-BibKothek an Perien 
rait einem Identifizierungs-Tag syntherisiert werden, das die Oligomersequenz codiert Die 
raikroskopischen Perien werden dann in dnzelne Berdche oder Nfipfchen eingebracht, die in 
einem Silikon oder dner anderen geeigneten Oberfl&che „nanohergesteflt" wurdea Die 
Oligomere werden dann von den Perien abgespalten und Wdben mit der Perie und den 
30 daran gebundenen Identifizierungs-Tag(s) in dem Berdch enthaltem In dner Ausffihrungs- 
form ist die Bodenoberfl&che mit einem Rezeptor Gberzogen. Nach der Zugabe des 
Bindungspuffers und eines bekannten Liganden filr den Rezeptor, do* Fluoreszenz-markiert 
ist, hat man wirksam ein LOsungsphasen-Konkurrenznachwds filr neue Liganden filr den 
Rezeptor. Die Bindung des Fhioreszenz-markierten Liganden an den Rezeptor wird mit 

! 35 konfokaler Abbildung der Monoschicht des immobilisierten Rezeptors bestimmt Die 
Nfipfchen mit erhohter Fluoreszenz an der Rezeptoroberflfiche zeigen an, daB das abgddste 

| Oligomer nut dem markierten Liganden konkurriert. Die Perien oder das Tag in den N&pf- 

i 




chcn, die Konkuirenz zeigen, werdca wicdcrgeworaicn und das Oligonudeotid-Tag wird 
vervidfeltigt und sequenziert, urn die Sequenz des Oligomers aufeudccken. 

Die Perien werden in die Napfchen verbracht, indem man sie in einem Volumen ones 
Bdadungspuffers dispergiert, das ausreichend ist, urn einen Durchschnht von einer Perie 
pro Napfchen zu liefern. In einer Ausf&hningsfbfm wird die LOsung der Perien in ein 
Reservoir oberhalb der Napfchen gebracht und die Perien werden in den Napfchen absitzen 
gdassen. Die Spaltung des Oligomers von den Perien kann unter Verwendung von 
chemischen oder thermalen Systemen erreicht werden, jedoch ist ein Photo-spahbares 
System bevorzugt. 

Die Wiedergewinnung der Identifizierungs-getaggten Perien von den positiven Napfchen 
kann durch ein Mikroraanipulator-Herauspicken der einzdnen Perien bewirkt werden. En 
bevonzugtes Verfahren beinhaltet jedoch die Verwendung von Perien, die vorher mit einem 
Fluoreszenz-Tag markiert wurden. Ein Laser mh einer geeigneten Wdlenlange wird sodann 
verwendet, urn die Perien in nur den positiven Napfchen zu bldchen. Afle Perien werden 
dann en masse entfernt und mh FACS soitiert, urn die gebleichten Positiven zu 
identifizieren. Die assoziierten Tags kOnnen dann vervielfaltigt und decodiert werden. 

In einer Variation dieses Nachweises kflnnen das Oligomer und das Tag, die an einem her- 
kOmmlichen Linker hangen, synthetisiert werden, der wiederum an den festen Triger 
gebunden ist. Nach dem Verbringen der Perien in die Napfchen, kann man den Linker von 
der Perie spalten, wobei ein getaggtes Oligomer in Ldsung hergestdlt wird. Ein immobile 
sierter Rezeptor, wie ein Rezeptor, der an eine Perie gebunden ist oder ein Rezeptor, der 
auf einer OberflSche des N&pfchens irnmobilisiert ist, kann in einem Konkurrenznachwds 
nut dem Oligomer und einem Fluoreszenz-markierten liganden durchmustert werden. Statt 
der Wiedergewinnung der Perien kann man die Perien mit den immobflisierten Rezeptoren 
wiedefgewinnen und die Perien unter Verwendung von FACS sortieren, urn die Positiven zu 
identifizieren (abnehmende Fluoreszenz, die von der Konkurrenz des Bibliotheks-Oligomers 
mit dem markierten Liganden veiursacht ist) oder man kann die Fluoreszenz bestimmen, die 
von der Napfchenoberfllche emitiert wird, die mit dem Rezeptor beschichtet ist. Das 
assoziierte Identifizienxngs-Tag kann dann vervielftltigt und decodiert werden. 

In einer dritten Variation dieses Ansatzes werden lfisliche getaggte Oligomers die entweder 
durch Spaltung des verknQpften Oligomers und Tags von dem festen Trftger wie vorstehend 
beschrieben hergestellt wurden oder mit dem VLSIPS™-Verfahren, wie vorstehend 
beschrieben, synthetisiert wurden oder in LOsung ohne dnen festen Trager synthetisiert 
wurden, mit einem immobilisierten Rezeptor inkubiert werden. Nach einem Waschschritt 




werden die gebundenen, getaggten Oligomere von dcm Rezeptor durch zJ5. Sfiure- 
behandlung frcigcsetzt Die Tags an den gebundenen OUgomeren werden vervielfiltigt und 
decodiert 

S DC Ein automatisiertes Instrumen t zur Svntfaese und MarHerung von Oligomeren 

Die Kupplungsschritte fQr einige Monomer-SStze (z.B. AminosSuren) erfbrdem cine lange 
Inkubationszeit und ein System zum parallden DurchfUhren vieler monomerer Additional 
ist wtaschenswert. Das kann mit einem automatisierteo Instrument erreicht werden, das in 
10 der Lage ist, 50 bis 100 parallele Reaktionen (Kanftle) durchzuffchren. Solch ein Instrument 
ist in der Lage, das Reaktionsgemisch oder -aufschlfimmung der festen Trftger filr die 
Synthese zu verteiien, unter programmierbarer Kontrolle, auf die verschiedenen Kanfie zum 
Zusammenlegen, Mischen und Wiederverteilen. 

15 Vier Installationen, die typisch ftir Peptid-Synthesizer sind, sind erforderlicher, mit einer 
groOen Anzahl an Reservoirs filr die DiversitSt der Monomere und die Anzahl an Tags (bis 
zu 80 ftir eine 10-Schritt- Synthase in einer AusfQhningsfonn). Die Ffthigkeit, das Tag zu 
verteiien, wird einfache Anweisungen in ein richtiges Gemisch aus Tags Qbersetzen und 
dieses Gemisch verteiien. Monomer-AufbaublScke werden auch verteilt, wie erwQnscht, als 

20 spezieile Gemische, ReaktionsschGtteln, Temperatur- und Zeitkontrolle kOxmen zur 
Verf&gung gestellt werden. Ein geeignet ausgelegtes Instrument kann auch als ein Multi- 
Kanal-Peptid-Synthesizer dienen, der in der Lage ist, 1 bis SO mgs (roh) von bis zu 100 
spezifischen Peptiden filr die Zwecke des Nachwetses herzustellen; siehe PCT-Patentver- 
Offentlichung 91/17823. 

25 

BEISPIEL I. SYNTHESE AN GLASPERLEN VON 4 FLUORESZENZ-GETAGGTEN 
PENTAPEPTIDEN 

A, PCTYfttf sferung der Gteperlcn 

30 

Etwa 0,5 g Silikaperlen (Poiyscience) mit einem Durchmesser von 3-10 \im wurden durch 
Refluxieren in 10%iger w&flriger HNO3 filr 20 Minuten gewaschen. Die Perlen wurden 
pefletiert und mit destilliertem Wasser (Sx) und Methanol (3x) gewaschen und dann bei 
125°C fur 12 Stunden getrocknet Die Perien wurden mit einer 5% Lfisung von Amino- 
35 propyltriethoxysilan in Aceton filr 10 Stunden gevortexed, pelletiert und dann nut Aceton 
(2x), Ethanol (5x) und Methylenchlorid (2x) gewaschen und bei 125°C fQr 45 Minuten 
getrocknet. Die Perien wurden in trockenem DMF (1 ml) mit Diisopropylethylamin (17 pJ, 
100 fiMol) suspendiert und dne Ldsung aus Fmoc-b-AIanin, Pentafluorphenyiester (200 
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rag, 420 |iMol, Peninsula Labs) in destillierteni Wasser (1,5 ml) wurde zugegeben, Nacfa 
einer 1 IstQndigen Vortex-Bchandlung wurdcn die Perien pdletiert und mit DMF (3x) und 
Methylenchlorid (2x) gewaschen. Die Perien wurden mit oner 10% LOsung von Esrig- 
sftureanhydrid in DMF mit 0,05 Mol 4-Dimethylaminopyridin behanddt, urn jegfiche 
5 underivatisierten Aminopropylgruppen zu schiltzen (cap) und dann wurde mit DMF (2x) 
und Methylenchlorid (2x) gewaschen. Die Perien wurden in einer 20% LOsung von Piped- 
din in DMF gevortexed und dann die Frdgabe des Fmoc-Piperidin-Addukts durch Cfber- 
wachen des Absorbtionsspektrums des Oberstands bei 302 nm few • 7800 M" 1 cm' 1 ) quan- 
tifiziert Eine Schatzung des Grades an Substitution von 10 jiMol von Aminogruppen/g 
10 Perien wurde so erfiahen. Am Ende wurden die Perien mh Methanol (5x) und Methylen- 
chlorid (2x) gewaschen und dann bei 85°C ffir 12 Stunden getrocknet. 

B. Herstellung von Boc^v-I^Phe^Leu-OH 

15 Glycyl-L-Phenylalanyl-L4eutin (552 mg, 1,5 mMol, Bachem) wurde in einer LOsung, die 
destilliertes Wasser (10 mi) und I M NaOH (1,5 ml) enthfilt, gdOst. Die LOsung wurde in 
einem Eisbad gekuhlt und wurde mit einer LOsung von Di-tert.-butylpyrocarbonat (337 mg, 
1,5 mMol) in p-Dioxan (12 ml) behandelt Ein wdfles Prfaphat wurde schnell gebildet, das 
sich jedoch nach 4 Stunden ROhren bei Raumtemperatur wieder aufgelost hat Die LOsung 

20 wurde in vacuo rur Trockne konzentriert, der Rest wurde in Wasser (5 ml) aufgenommen 
und der pH wurde auf 2,5 durch Zugabe von 1 M KHS0 4 eingestellt Die wiBrige 
Suspension wurde mit EtOAc (2x, 15 ml) extrahiert, die oiganische Schicht abgetrennt und 
uber MgSO* getrocknet. Nach dem Entferaen des LOsungsmittels in vacuo wurde der Rest 
mit Hexan verrieben. Man erhait Boc-GIy-L-Phe-L-Leu-OH als weiflen Feststoff (Ausbeute 

25 « 642 mg, 98%), 

C. Herstellung von Glv-L~Phe-L-Leu-Perlen 

Boc-Gly-L-Phe-L-Leu-OH (44 mg, 0,1 mMol), Benzotriazol-l-yloxytrb<dimeth^amino>- 
30 phosphonhimhexafluorophosphat (44 mg, 0,1 mMol) und 1 -Hydroxybenzotriazoniydrat (14 
mg, 0,14 mMol) wurden in trockenera DMF (1 ml) gelOst Diisopropylethylamin (20 jzl, 
0,115 mMol) wurden sodann zugesetzt und 0,65 ml dieser LOsung wurden sofort in ein 
Mikrozentrifugenrohrchen transferriert, das 80 mg der Amino-derivatisierten Glasperien 
enthllt. Das versiegelte ROhrchen wurde 3,5 Stunden gevortexed und sodann wurden die 
35 Perien pelletiert und mit DMF (3x) und Methylenchlorid (2x) gewaschen. Die Schutz- 
gruppen wurden sodann von den Perien mit einer 50% LOsung von Trifiuoressigsfiure in 
Methylenchlorid fllr 30 Minuten entfemt, mit Methylenchlorid (2x), Ethanol (2x) und 
Methylenchlorid (2x) gewaschen und bei 55°C fllr 1 Stunde getrocknet 
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D. ^gfteHung von r^fHv-L-Phe-T-T^u-Perien (SEP ID NO:10) 

Fmoc-Glycinpentafluorophenylester (46 mg, 0,1 mMol) wurden in trockenem DMF (1 ml) 
5 gelOst, das Diisopropyiethylamin (17 ul, 0,1 mMol) enthalt. Etwa 0,65 ml dieser Losung 
wurden zu 20 mg von Gly-L-Phe-L-Leu-Perkn in einem Mikrozentrifugenrohrchen gegebcn 
und das Rohrchen wurde 3 Stundcn gevortexed. Die Perlcn wurden pdlctiert und mit DMF 
(4x) und Methylenchlorid (2x) gewaschen. Das Entferaen der Schutzgruppe wurde durch 
Behandlung mit einer 20% Ldsung von Piperidin in DMF fur 30 Minuten bewirlct. Die 
10 Perlen wurden mit DMF (2x), Ethanol (2x) und Methylenchlorid (2x) gewaschen und bei 
60°C fOr 4 Stunden getrocknet. 

E. Hfendritan. von L-Pro-rdv-L-Phe-L-L«i-Pff len (SEP g> Will) 

15 Fino<>I^Prolinpentafluorophenylester (50 mg, 0, 1 mMol) wurden in trockenem DMF (1 ml) 
getost, das Dusopropylethylamin (17 ul, 0,1 mMol) enthalt. Etwa 0,65 ml dieser Losung 
wurden zu 20 mg von Gly-L-Phe-L-Leu-Perlen in einem Mikrozentrifhgeiirdhrchen 
zugesetzt und das ROhrchen wurde 3 Stunden gevortexed. Die Perlen wurden peUetiert und 
mit DMF (4x) und Methylenchlorid (2x) gewaschen. Das Entfernen der Schutzgruppe 

20 wurde durch Behandlung nut einer 20% Ldsung Piperidin in DMF fur 30 Minuten bewirkt. 
Die Perlen wurden nut DMF (2x), Ethanol (2x) und Methylenchlorid (2x) gewaschen und 
bei 60°C fur 4 Stunden getrocknet. 

F. Fluoreszin-Far hftti der dv-Gly-T^Phe-L-Leu-Perlen 

25 

Etwa 5,4 mg von Gly-Gly-L-Phe-L-Leu-Perlen wurden in 450 pi waOrigem Boratpuffer 
(pH 8,5) suspendiert und 54 ul einer lOuM Losung Fluoreszinisothiocyanat (FITC) wurden 
zugegeben. Nach einer l,5stundigen Vortex-Behandlung wurden die Perlen rah Puffer (Sx\ 
Ethanol (2x) und Methylenchlorid (2x) gewaschen. FACS-Analyse zeigt an, daB ca. 10% 
30 der verfugbaren Aminogruppen mit FITC titriert wurden. 

G. Cn-Kuppeln von L-Tvrosin und Biotin zu einem Gemisch von T,-Pn>-Glv-L-Phc-L- 
T*** und FTTC-marlderten Glv-Glv-L-Phe-L-Lw-Perien 

35 5 mg der FITC-markierten Gly-Gly-L-Phe-L-Leu-Perlen und 5 mg L-Pro-Gly-L-Phe-L- 
Leu-Perlen wurden in einem einzelnen ROhrchen geraischt, rait einer 0,1 mM Losung von 
Diisopropyiethylamin in Methylenchlorid gevortexed und die Suspension wurde in zwei 
gleichgroBe Teile aufgeteilt. Die Perlen wurden pelletiert und ein Teil wurde einer Losung 
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mil Fmoc-0-tert.-butyl-L-tyrosinpentafluorophaiylester (59 mg, 95 uMol), N-Hydroxy- 
sucdninudobiotin (1,7 mg, 5 uMol) und Diisopropylethylamin (17 ul, 100 uMbQ in 
trockenem DMF (1 ml) zugesetzt Nach Vortexcn fur 3 Stundea wurden die Perien mit 
destHHertem Wasser (2x), Ethanol (2x), Methylenchlorid (2x) und DMF (lx) gewaschen. 
Das Entfernen der Fmoc-Schutzgruppe wurde durch Behandhing mit dner 20%-LOsung 
von Piperidin in DMF fur 30 Minuten bewirkt und die tert.-Butyl-Seitenkettenschutz- 
gruppen wurden durch Behandlung mit 25% Trifluoressigsaure in Methylenchlorid fur 30 
Minuten entfernt Die pelletierten Perien wurden mit Methylenchlorid (2x), Ethanol (2x) 
und TBS (lx) gewaschen. 

K tt-Phvcoervthrin-Fanben vo n biotinvlierten L-Tvr-f Glv/L-Pro VGlv-L-Phe-L-Leu- 
Pgrien rGemisch aus SEP ID NO;12 und SEP ID NO;13) 

Biotinylierte L-Tyrosin-Perlen aus dem vorstehenden (G) wurden in TBS (0,5 ml) suspen- 
diert und mit 10 ul R-Phycoerythrin-Avidinkonjugat (Molecular Probes) fur 30 Minuten 
behandelt. Die pelletierten Perien wurden mit TBS (5x) gewaschen. 

L Co-Kuppeln vo n L-Prolin und Biotin zu einem Gemisch von L-Pro-Glv-L-Phe-I^lLeM 
und FTTC-marlderten GW-Glv-L-Phe^-Leu-Perlen (Gemisch aus SEP ID NO;15 und 

SE0ipy0;i4) 

5 mg eines Gemisches aus L-Pro-Gly-L-Pbe-L-Leu und FITC-mariderten Gly-Gly-L-Phe-L- 
Leu-Perien wurden mit etner L6sung behandelt, die Fmoc-L-Prolinpentafluorophenylester 
(48 mg, 95 uMoI), N-HyoVoxysucsciniinidobiotin (1,7 mg, 5 uMol) und Diisopropyl- 
ethylamin (17 ul, 100 uMol) in trockenem DMF (1 ml) enthaft Nach 3stundiger Vortex- 
Behandlung wurden die Perien mit DMF (2x), Ethanol (2x), Methylenchlorid (2x) und DMF 
(lx) gewaschen. Das Entfernen der Fmoc-Schutzgruppe wurde durch Behandhing mit etner 
20% LOsung von Piperidin in DMF fur 30 Minuten bewirkt und die Perien wurden unter 
Kontrolle mit 25% Trifluoressigsaure in Methylenchlorid fur 30 Minuten behandelt. Die 
pelletierten Perien wurden mit Methylenchlorid (2x), Ethanol (2x) und TBS (lx) 
gewaschen. 

J. Tri-Color-Fftrben von biotinvli erten I^Pro-fGlv/L-ProVGrv-I^Phe-L-Leu-Perien 

Biotinylierte L-Prolin-Perien aus vorstehendem (I) wurden in TBS (0,5 ml) suspencGert und 
mit 20 pi Tri-Color: Streptavidin-Konjugat (Caltag-Labs) fur 30 Minuten behandelt Die 
pelletierten Perien wurden mit TBS (5x) gewaschen. 



K. Sdriction der P«rien die PePt M-T.i ff mdcn fllr den monoklonajcn AntflcQrpgJEZ 
enthaiten 



Der monoklonale Antikorper 3E7 wurde gegen das opioide Peptid Betaendorphin herge- 
steflt. Die BindungsspezifMt von MAb 3E7 wurde durch Losungsnachweise mit chenusch 
synthetisierten Peptiden gut charukterisiert. Die Qeidigcvvichtsbindungskonstaiiten (Kd) 
der hicr betrachteten Peptide sind wie nachstehend: YGGFL ist 6,6 nM und YPGFL, 
PPGFL und PGGFL sind jeweUs >1 mM. Somit zeigt nur das Peptid YGGFL merkliche 
AfiBnitit fur den Antikorper. 

Bin Gemisch aus Perlen, die entweder YGGFL, YPGFL. PGGFL oder PPGFL und ihre 
jeweiligen Tags enthaiten (siehe oben) wurden in dner Phosphat-gepuf&rten Salzlosung 
(PBS) zugegeben, die den monoklonaien Antikorper 3E7 enthillt. der vorher irrit koDoidalen 
superpararaagnetischen Mikroperlen (Miltenyi Biotec, Westdeutschland) konjugiert wurden. 
Nach einer 16stundigen Inkubation bei 4°C wurden die Perlen, die den 3E7-Antik6rper 
gebunden hatten, selektiert, unter Verwendung eines hochstarken Magneten. Die 
selektierten Perlen wurden dann mit FluBcytometrie analysiert. Die Analyse der selektierten 
Perlen zeigte, daB sie sowohl Fluoreszin als audi R-Phycoerythrin enthaiten, was andeutet, 
daB nur Perlen, die das Peptid YGGFL aufweisen, von dem 3E7-Antik6rper selektiert 



BEISPffiL 2: SYNTHESE AN GLASPERLEN VON 4 PENTAPEPTTOEN, DIE MTT 
OLIGONUCLEOTID-roENTIFIZffiRERN GETAGGT SIND 

A. SvnthMe von J d^tifi«emny«-01igonucleotiden (THTAO 

Die OUgonucleoud-Idecdfizierungs-Tags OMIV) haben die nachstehend gezeigten 
Sequenzen. Die zu den 5'- und 3'-PCR-Primern komplementarcn Regionen sind unter- 
strichen. Die zu den Schritt-spezifischen Sequenaerungs-Primern komplementaren Regio- 
nen sind in Kleinbuchstaben gezeigt: es gibt zwei Schritte in tfiesem Beispiel. Die Monomer- 
codierende Region ist in Fettdruck gezeigt: CT 7 codiert Gty, TCT« codiert L-Pro und 
TTCT, codiert L-Tyr in diesem Fall. Somit codieren die Oligos GMIV) jeweils fur Gly in 
Position 2, L-Pro in Position 2, L-Tyr in Position 1 und L-Pro in Position I. 



werden. 




nccTcrcrcccctttctctcctttc 

X-3* (SEQ ID NChl) 



(ID T.niB2- t: i viiL nc cTCTCcc n -iti-ictcctlt ici 1 1 l iTCTC 
crrra i 1 1 1 Acicicc cicicicciicrcr Cixauauix tttc 
r H-rTrrrcrc TtrrcrcrrcnTCC-3' (5EQ ID NCh2) 




: rici 1 1 1 ic tc 



:CTCICrCCTCICrCtcttcctttcccctct 

rcnErnsc-y (seqidnos) 



(IV) g ._ B i«2^^r^rTY^rrrrc-rTntrre 1 1 n TCTC 

CTTTCI 11 1 1 lL ICTCCCTClCfCCTar c racttcctttcccctct 



wobci: B 1 - p-Maldmido-C^-CCH^-CCOJNH-C^^-O-POrO-, und B 2 - CH*- 
CH[(CH2)4-NH-Biotin]-CH2-0-P02-0-. 

Die Oligos (I>(IV) warden an einem ABI-PCR-verkuppelten Synthesizer (ABI PCR-mate 
synthesizer) unter Verwendung von kommerzieU erhaltiichen (Sigma) DMT-O-Me-Phos- 
phoramiditen synthetisiert. Die N^-Aminogruppe von Cytidin ist aJs Benzoyiderivat 
geschatzt. Die 5'-terminalen (Bl) und die vorietzten (B2) Phosphoremidite sind jewels N- 
MMT-C6-AminoModifier (donetech) und Biotin-Phosphoramidit (Glen Research) furjedes 
Oligonucleotid. Die vollstandig geschutzten O-Methylphosphorotriester-Oiigomere werden 
von dem CPG-Trager durch Behandlung mh konzentrierter NH»OH bet 25°C fur 1 Stunde 
gespalten. Die rohen Produkte werden durch Affinitatschromatographie an einer 
monomeren Avidin-Agarosesaule (Pierce) gereurigt und das Materiel mit der voUen Lfinge 
wird mit 2 mM Biotin eluiert. Die S'-MMT-Gruppe wird durch Behandlung mh 80% 
Essigsaure fur 1 Stunde bei 25°C entfernt und die Losung wird zur Trockne eingedarnpft. 
Die Produkte werden in PBS, pH 8,0, aufgelOst und mit einem 50fachen OberschuB an 
Su(xinimidyl-4-(p-maleiraidophenyl)-butyrat (Pierce) in DMF far 30 Minuten behanddt 
Die modifizierten geschutzten Oligonucleotide werden mit RP-HPLC entsalzt, lyophylisiert 
und unter Stickstoff gelagert. 

Die fur die PCR und das Sequenzieren verwendeten Primer werden in herkommlicher Weise 
hergestellt und sind nachstehend gezeigt: 

5' PCR Primer S'-TCCTCTCCCTCl l 1 lCTCCTCT-a' 
(entspricht den Basen 7-28 der SEQ ID NO:l) 



ctctct££I£IC 




Xr? (SEQIDNO:4) 
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3' PCR Primer 5'-Biotin-GGAAAGAAGAGAGAGAGGAGAGGv'" (SHQ ID N0:5) 
Schritt#l Sequenzierungs-Primer 5-AGAGAGGGGAAAGGAAGA-3' (SEQD>N0:6) 
Schritt #2 Sequenzierungs-Primer 5 '-AG GAAAGG AGAG AAAGGG-3' (SEQ ID N0:7) 



B. p^tritung von Gtv-Glv.L-P^ T,T.Mi-Perien die das IdefitifizforuillH-Ofigv (D 
tra gen 

5 mg von Gly-L-Phe-L-Leu-Perien werden fur 2 Stunden nut efaier Ldsung behandelt, die 
Fraoc-Gly-OH (99,95 pMol), FmooCyfi(Npys)-OH (0,05 nMol, Calbiochem), Benzotria- 
zol- 1 -yloxytrisKdimethylamino)-phosphoniuinhexafluorophosphat (100 uMol), l- 
Hydroxybenzotriazolhydrat (100 uMol) und DusopropytetfayUmin (150 uMol) in trocke- 
nan DMF (1 ml) enthSlt. Die Perlen werden mit DMF (2x) und sodann nut Methanol (2x) 
gewaschen und sodann mit 10 mM DTT-LOsung in Methanol fur 30 Minuten behandelt, urn 
die Schutzgruppen der Cystemreste zu entfemen. Die Perlen wurden schndl mit eiskaltem 
Methanol (2x) gewaschen, pelletiert und sodann fur 20 Minuten mit 100 ul einer 0,1 mM 
Lesung von Oligo (I) in Methanol umgesetzt. Nach Waschen mh Methanol (2x) und sodann 
mit DMF (2x) wurden die Perlen fur 20 Minuten mit 20% Piperidin in DMF behandelt, urn 
die Schutzgruppen zu entfemen. Am Ende wurden die Perien mh DMF (2x), Methanol (2x) 
und sodann mit Methylenchlorid (2x) gewaschen und bei 45°C fur 1 Stunde getrocknet. 

C. Herstellting von t -Pm-Glv-L-Phe-T^Leu-Perlea dm (1t» fflffltifirierwgS-Qfeo (B) 

trag en 

5 mg von dy-L-Phe-L-Leu-Perlen wurden wie in vorstehend (B) behandelt, wobei Fmoc 
L-Pro-OH und Oligo (II) jeweils fllr Fmoc-Gry-OH und Oligo (I) substhuiert wurden. 

D. w«*t e ih. ng von m^n^Tvr-fGlv/L-ProVGlv-L-Phe-L-Lw-Perlai die die Idefflfc 
fi^i fninps-Qligos OH und I/TO tracen 

Perlen aus (B) und (C) wurden zusammengelegt und in zwei gleiche Tefle aufgeteilt Ein 
Tefl wurde wie in (B) behandelt, wobei Fmoc(OtBu)-L-Tyr-OH und Otigo (Dl) wie geeig- 
net substituiert wurden. 



E. w^Uung von i^ProfGlv/L^Pro^^^Ph^I^Periea rtfo (fo Trigmffiriflnm?*- 

Ql^sOV und I/TO tragen 



Der zweite Pool wird wie vorstehend behandek, wobci Fmoc-L-Pro-OH und Ofigo (TV) in 
geeigneter Weise substituiert werden. 

F. Rekonstttution und Entfemen der Schutzenipoen von der PcPtid-BfofiPthcK 

Die Perien aus (D) und (E) werden zusammengelegt und die Schutzgruppen der Phosphate, 
Aminosaure-Seitenketten und der exocyclischen Nucleotidaminogruppen werden wie 
nachstehend entfernt Eme Stunde Behandlung mit 12:2-Gemisch aus Thiophenol: 
Triethylairan: p-Dioxan wird gefblgt vom Waschen der Perien mit Methanol (2x) und dann 
Methylenchlorid (2x). Sodann werden die Perien fflr 5 Minuten mit 95:5 Trifluoressigsfiure: 
Ethandithiol behandelt Nach dem Waschen mit Ethanol (3x) werden die Perien bei 55°C 
mit 1:1 Ethylendiamin: Ethanol fllr 1 Stunde behandelt und dann zuerst mit Ethanol (2x) 
und dann mit PBS (2x) gewaschen. Diese Sammlung von Perien bfldet die Bibliothek und 
enthfilt ca. gleiche Quantitaten an 4 immobilisierten Peptiden YGGFL, YPGFL, PGGFL und 
PPGFL. Zusfttzlich trfcgt jede Perle zwei unterschiedliche 113 bp-OUgonucIeotidsequenzen, 
die die Identitat sowohl der ersten und der zweiten AminosSure des Peptids an dieser Perie 
codieren. 

G. PCR-Veraelfalt i gurig des Oligonucleotid-Identifiriemngg-Taff ? 

Nach einer FAC-Sortierung der AflBnitats-gereinigten Perien in emzeine 0,5 ml Polypro- 
pyienrdhrchen werden 25 fxl TBS, 0,1 jig Lachssperma-DNA (als Tr&ger) enthaltend, 
zusammen mit 25 ]i\ von 2X PCR-Vcrvielfiltigungs-Puflfer (PECI) jedem ROhrchen zuge- 
geben. Der 2X-Puffer enth&lt: 100 mM KC1, 20 mM Tris-CI, pH 8,4, 20°C, 6 niM MgCfe, 
0,4 mM dNTPs, 1 \iM von 5'-PCR-Primer, 1 jiM von 3'-PCR-Primer und 100 Einheiten/ml 
Taq-DNA-Polymerase. 

Nach der Pufferzugabe wird die Probe mit 50 |xl MineralOl bedeckt und in einen automatic 
sierten Thermocycier transferriert In dem Thermocycler werden die Proben bei 95°C f&r 2 
Minuten Hitze-denaturiert und dann werden 35 Cyclen tint 3 Schritten durchlaufen: 95°C/30 
Sek., 60°C/1 Min., 72°C/l Mia, wobei den Schritten one Inkubation bei 72°C fQr 
zus&tzliche 5 Minuten folgt Dann werden die RShrchen abgekflhlt und bei 15°C gehalten, 
bis sie fertig zum Weiterverarbeiten an den Streptavidin-Perfen sind. Das Gemisch wird auf 
95°C erhitzt, urn die Strange zu denaturieren und der biotinylierte Purinstrang und der 
OberschuD an 3*~PCR-Primer werden durch Zugabe von Streptavkiin-beschichteten Perien 
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entfernt Die Rdhrchen werden bd 200s* 1 fUr 5 Minuten zentrifiigiert Der Oberstand wird in 
den nacfastehend beschriebenen Sequenziemngsreaktionen verwendet 

EL Sequenaeren d er PCR-vervietfaltigten Oligonucleotid-Tags 

Die vervielftltigten Oligonucleotide von individueUen Perlen werden isoliert und in einem 
Paar von Reaktionen sequenziert (urttcr Verwendung von ddA oder ddG als Kettenab- 
bruchmittel) mit entweder Schritt #l-spezifischen oder Schritt #2-spezifischen Sequenzie- 
rungs-Primern. 

Urn die Matrize und den Primer aneinander anzulagern, filr jeden Satz an zwei Sequence- 
rungsspuren, wird eine einzelne Zusammenlageningsreaktion und eine anschlieBende Mar* 
kierungsreaktion durchgefUhrt, indem 8,5 \i\ des Sequenzienings-Primers (Konz. « 0,25 
pMol/nlX 1,5 \il Sequenase™ 5X Sequenzierongspuffer (200 mM Tris HCi, pH 7,5, 100 
mM MgCb und 250 mM NaCl) und 10 \il der Matrizen-DNA aus dem vorstehenden Ver- 
vielfiltigungsttberstand kombtniert werden. Die Proben werden 2 Minuten auf 65°C erhitzt 
und langsam auf Raumtemperatur abgekahlt (ca. 10 Minuten). 

Die Marlderungsreaktion wird wie folgt durchgeftlhrt. Sequenase™ (v2,0) wird 1:20 mit 
TE (10 mM Tris HC1, pH 7,5 und 1 mM EDTA) verdOnnt und ein Mariderungscocktail 
wird hergestellt, der ein 2:3,5-Verhaltnis von verdQnntem Enzym zu Maridenmgsgemisch 
enthfilt (d.b. ein 4:2:1-Gemisch aus 150 nM dGTP, 0,1 M Dhhiothreitol, alpha- 3S S-dATP, 
>1000 Ci/mMol). Etwa 5,5 jil des Cocktails werden mit 10 des angelagerten Matri- 
zen/Primers (aus CO) bei 25°C fur 5 Minuten inkubiert. 

Die Abbruchsreaktionen werden wie folgt durchgeftlhrt. 6 fxl des Marlrierungsreagenzge- 
misches werden zu 5 nl jedes Gemisches, das geeignet fQr die ddXTP-Abbrucbsreaktion ist, 
zugegeben (d.h. 80 nM dGTP, 80 \iM dATP, 50 mM NaCl und 8 jiM ddGTP oder 8 jiM 
ddATP). Nach dera Inkubieren bd 37°C fiir 5 Minuten werden etwa 8 pi der Stoppl0sui\g 
(95% Formamid, 20 mM EDTA, 0,05% Bromphenolblau und 0,05% Xylencyanol) zu jeder 
der Abbruchsreaktionen gegeben. 

Das Sequenzierungsgel besteht aus 6% Gesamtaoylamid (19:1 Aciyiamid/bis), 0,09 M 
Tris-Base, 0,09 M Borsaure, 1 mM EDTA und 7 M Harnstoff Das Gel wird durch Zusatz 
von 1,9 \x\ 25% Ammoniumpersulfat pro ml und 0,72 pi von TEMED pro ml der vorste- 
henden Gelldsung polymerisiert Dem Gel wird es eriaubt, mindestens eine Stunde zu 
polymerisieren und wird mindestens 20 Minuten vorlaufen gelassen vor der Probenbela- 



dung. Die Gelplatten werden vor und wfihrend des Laufcnlassens zwischen 40 und 50°C 
gehaken. 

Die Reaktionen werden auf 85-95°C fUr 2 Minuten vor dem Beladen erhitzt und das Gel 
win! laufengelassen, bis der Bromphenolblau-Faibstoff den Grund des Gels erreicht. Die 
Sequenzen von Interesse laufen zwischen den Bromphenolblau und den Xytencyanol- 
markent Die erforderiiche Information, urn die Sequenzen der Monomers in den Oiigo- 
meren, die an den Ketten hfingen, zu identtfizieren, ist in der DNA-Sequenzinformation 
ectfaalten. 

BEISPIEL 3: PARALLELE SYNTHESE DER PEPTIDE UND DER 
OUGONUCLEOTID-TAGS AN CARBOXYL-PERLEN 

A Svnthege von Phosphoramiditen HUIVt 

Die 3'-(AIlyl-N,N'-diisopropyI-phosphoramidite) von 5*-DMT-Derivaten von: (1) N*- 
(AUyloxy)-carbonyI-7-deaza-2 , -deoxvadenosin, (2) N 4 -(AlIyloxy>caibonyl-2'-dcoxy- 
cytidin, (3) N 2 -(Allyloxy)-carbonyl-7-deaza-2'-deoxyguanosin und (4) Thymidin (siehe 
Figur 6) werden nach den Verfahren von Hayakawa et al., J. Amer Chem Soe. 1 12: 1691- 
1696 (1990), hergesteUt. 

B. Derfvatisieren d er Carboxvl-Perlcn mit einem Piamin-Unker 

Die Herstellung eines bifunktionalen Perlenmaterials fur die parallele Synthese von Pepttden 
und Oligonucieotiden ist in Figur 7 gezeigt. Drei 50 mg Aiiquots von Polysty- 
rol/Polydivinylbenzol/PoIymethylmethacrylat/COOH-Perien mit 4,5 pm Durchmesser 
(Bangs' Laboratories) wurden jeweils in getrennte Mikrozentrifugenrohrchen eingebracht 
und wie nachstehend behandelt. Zuerst wurden die Perien mit 0,1 N waBriger HC1 (3 ml) 
behandelt und dann 15 Minuten mit Vortexen geruhrt. Die Perien wurden sodann mit einer 
Mikrozentrifuge peUetiert, der flussige Oberstand dekantiert und das verbleibende Perfen- 
Pellet wurde nacheinander mit Wasser (3x I ml) und Dimethylfbrmamid (DMF, 3x 1 ml) 
gewaschen (durch Vortexen, Pelletieren und Dekantieren: ein Verfahren, das als „Waschen" 
bezeichnet wird). 

Die Verbmdungen 2^1H-BenzotriazoI-l-yl)-l,l,3,3-teti^ethybroniumhexa^ 
phat (HBTU, 38 mg, 0,10 mM), 1-Hydroxybenzotriazol (HOBT, 15 mg, 0,10 mM) und 
DMF (0,5 ml) oder Dichlormethan (0,5 ml) wurden dem Perien-Pdlet zugesetzt. Diiso- 
propylethylamin (DIEA, 54 pi, 0,30 mM) wurden zugesetzt und die Suspension wurde 1 
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Minute gevortexed Die Vertrindung 4,9-Dioxa^,I2^decandiamm (20jil, 0,10 mM) 
wurde zugesetzt und die Reaktion wurde 30 Mimiten gevortexeA IHe Reaktion wurden 
dann mit DMF (1 ml) verdflnnt und die Perlen wurden pdletiert und der Oberstand dekan- 
tiert Das Pellet wurde mh 9:1 DMFAVasser (1 ml) behanddt und IS Mimiten gcvortexed. 
5 Die Perlen wurden sodann pdletiert, der Oberstand dekantiert und die Perlen mh DMF (3x 
1,0 ml) gewaschen. 

C. Anbrincen von Peptid- und O Bgoniideotid>Svnthese>Linkern 

10 100 mg Perlen wurden mit einem Gemisch aus 4-Fmoc-Aminobuttersiure (0,1 raM) und 4- 
p,p'-Dimethoxytrityl^MT)-hydroxybuttersfiure (0,1 fiM) in Anwesenhdt von HBTU (0,1 
mM), HOBt (0,1 mM) und DIEA (0,1 mM) in 9:1 CHaCbrDMF (1,0 ml) behanddt Nach 
einer Vortex-Behandlung fQr 30 Minuten wird das Reaktionsgemisch mit DMF (1 ml) 
verdQnnt, die Perlen pelletiert und der Oberstand dekantiert Die Perlen werden mit DMF 

15 (3x 1 ml) gewaschen. Das Kupplungsverfahren wird sodann mit frischen Reagenzien 
wiederholt und wie vorstehend beschrieben pdletiert und gewaschen. 

D. Auffaauen dner 3*-PCR-Primer -SteBe an den Hvdroxv-Linkern 

20 Das parallele Zusanunensetzen der Oligonucleotid-getaggten Peptide an den Perlen wird in 
Figur 8 gezdgt. Eine PCR-Primer-SteHe von 20-25 Nudeotiden wird wie nachstehend 
zusammengesetzt, Anmerkung: Alle Reagenzien werden wasserfrd verwendet und die 
Reaktion findet unter einer trockenen Argon-Atmosphare statt Etwa 10 mg der Perlen 
werden dner 8-Schritt-Reaktionssequenz unterworfen, um dn geschfitztes Phosphoramidit 

25 zu kuppdn. Die Reaktionsschritte and: (1) Die Perlen werden 0,5 Minuten mh Acetonhril 
(MeCN) gewaschen, (2) DMT-Gruppen werden mit 3% Trichloressigsfiure in CH2Q2 &r 
1,5 Minuten entfernt, (3) die Perlen werden mit MeCN 3 Minuten gewaschen, (4) die Perlen 
werden mit 0,1 M Phosphoramidit (I, II, HI oder IV) in MeCN ftr 2 Minuten behanddt, das 
entweder 0,5 M (4-NhrophenyO-tetrazol oder 0,5 M Pyridiniumhydrochlorid und 1,0 M 

30 Imidazol enthftlt, (5) die Perien werden mit MeCN 0,5 Minuten gewaschen, (6) die Perlen 
werden mit einem Gemisch aus Ac20/2,6-Lutidtn/THF (1:1:8), enthakend 5% DMAP 
geschOtzt, (7) die Perien werden mit 1 M l BuOH in CH2CI2 0,8 Minuten oxidiert und (8) die 
Perien werden 0,5 Minuten mit MeCN gewaschen. Die Schritte 1 bis 8 werden von ein- bis 
25mal wiederholt, um eine PCR-Primer-Stefle von bis zu 25 Nudeotiden 

35 zusammenzusetzen. 
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E. Kupoeln der ersten Aminos&ure an die Amino-Unker 

Die Peptid- und Nucleotidkupphingen k&nnen abgewechseh werden, wie in Figur 8 gezeigt 
Urn eine Aminosaure (oder ein Peptid) zu kuppeln, wird zuerst die Fmoc-Gruppe von den 
5 Perien durch Behandlung mit 30% Piperidin in DMF fttr 60 Minuten entfernt Die Perlcn 
werden 3mal mit DMF gewaschen. Die Perien werden dann 30 Minuten mit einer LOsung 
behandelt, die die geeignetc Aminos&ire (0,1 M), HBTU (0,1 M), HOBt (0,1 M) und DEEA 
(0,1 M) in 9:1 CHbCfe: DMF enthak. Die Kupplung wird dann mit fiiscben Reagenzien 
weitere 30 Minuten wiederholt und die Perien rah DMF (3x) und dann mit MeCN (3x) 
10 gewaschen. 

F. Konstruktion des ersten Oligonudeotid- Xfrdons" 

Ein „Codon" von etwa 3 bis 5 Nucleotide^ das die Identity der ersten Aminosfiure euudg- 
15 aitig reprfisentiert, wird dann am S'-Ende der Oligonucleotid-Kette angebaut, unter Ver- 
wendung des S-Schritt-Kupplungscyclus* in Verfehren (D) vorstebend. 

G. Kuppeln der anschlieBenden Aminosfluren und Xodon"-Konstarietion 

20 Die Methoden der Verfehren (E) und (F) werden dann wiederholt unto* Verwendung der 
geeigneten Aminosfiure und der Nucleotid-Aufbaubl&cke, his das gewQnschte Peptid und 
das die Region codierende Oligonudeotid vollstSndig zusammengesetzt sind. 

H Konstruktion einer S^PCR-Primer-Stelle 

23 

Der 8-Schritt-Kupplungscyclus aus Verfehren (D) wird venvendet, urn eine 20-25 
Nudeotid-PCR-Primer-Stelle an dem 5'-Terminus der Oligonucleotid-Ketten aufzubauea 

I. Entfemen der Schutzgruppe von den Oligonudeotid- und Peotid-Ketten 

30 

Das Entfernen der Schutzgruppe von den voQstlndig zusammengesetzten Peptid- und Oli- 
gonucleotid-Ketten ist wie nachstehend. Die Anuno^terminalen Fmoc-Gruppen werden 
durch Behandlung mit 30% Piperidin in DMF entfernt und sodann mit THF (3x) gewa- 
schen. Um die aOylischen Schutzgruppen zu entfernen, werden die Perien nut einer THF- 
35 LOsung bei 50°C fur 30 Minuten behandelt, die Tris-(dibenzyUdenaccton>dipafladium- 
chloroform-KompIex (0,02 M), Triphenylphosphin (0,2 M) und 1:1 n-Butyl- 
amin/AmetsensSure (1,2 M) enthalt, und die pelietierten Perien werden mit THF gewaschen. 
Die Perien mit 0,1 M wafiriger Natrium-N,N-c5ethyldithiocarbamat gewaschen und sodann 
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nut Wasser, urn Spuren von Palladium zu entfernen. Die Aminosiure-Schutzgruppen 
werden dann durch Behandtung rait 95:5 TFA/Wasser fur 30 Minuten entfemt 
,^cavengcr"-Reagenzien, wie 1,2-Etfaandhhiol und Thioanisol, kdnnen auch in dieses saure 
Medium zum Entfernen der Schutzgruppe einverietbt wcrden (rB. 2% von jedem nach 
5 Volumen). Am Ende werden die vollstandig von den Schutzgruppen befrehen Perien mit 
waflrigem Puffer gewaschen und sind bereit zur Wechadwirkung rah einem biologjschen 
Rezeptor. 

BEISPIEL 4: BIBLIOTHEK-HERSTELLUNG UND DURCHMUSTERUNG 

10 

In diesem Beispiel wurden zwei Populationen von Amin-derivatisierten Perien mit Oligo- 
nucleotiden markiert, die einzigartige Basensequenzen haben, die charakteristisch fur jede 
Perienpopulation sind. Die mit einem 95-Basen langen Oligonucleotid (95mer) markierte 
Population wurde anschUeBend mit dem Peptid YGGFL gekuppelt. Die Population der mit 

15 einem 110 Basen langen Oligonucleotid (1 lOraer) markierten Perien wurde nut Phenylalanin 
(F) gekuppelt Die Perien wurden sodann in einem Verhfiitnis von 20F/110mer Perien fur 
jede YGGFL/95mer Perle gemischt und mit einem Fluoreszenz-markierten Antikflrper 3E7 
gefarbt, der das Peptid YGGFL mit hoher Affinitat bindet Individuell Fkioreszenz-gefirbte 
Perien konnten dann mit FACS direkt in die PCR-Rohrchen sortiert werden. Nach PCR 

20 ergaben 5 von 6 Fluoreszenz-geftrbten Perien ein Fragment von vervielfflltigter DNA die 
95 bp lang war. PCR der verbleibenden einzdnen Perien ergaben kleine DNA-Fragmente, 
die moglicherweise Primer-Dimere sind. 

Die in diesem Experiment verwendeten Oligonucleotide sind die zwei Tags, die zwei PCR- 
25 Primer und ein Sequenzieiungs-Primer. Dieselben PCR- und Sequenzierungs-Primer 
wurden fur die beiden Tags verwendet Die beiden Tags sind in ihrer Sequenz und Lange 
unterschiedlich. Beide Tags wurden aus den Basen 7-DeazaA, C und T zusammengesetzt. 

Das 95mer-Tag hat die Sequenz: 
M rr a err ACT Arr ACT CTA CTA TAA CCA CCC CTT CCT ATT CCA AAA TTA 
CAA Act tat etc aac tac ate Q CAC. TCA CTC ATC TCT ACA TCT AC (SEQ ID 
NO:S) 

Das 1 lOmer-Tag hat die Sequenz: 

rr a rrr ACT AC C ^rTACTA TAA CCC TCC CCT ATT CCA AAA TTA CAT 
35 CCT ATT CCA AAA TTA CAA Act tat etc aac tac ate tCA CAC T^A CTT ATC TCT 
ACA TCT AC (SEQ ID NO:9) 
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Fur jedcs Ziel reprasentieren die unterstrichenen Sequenzen PCR-Primcr-Bindungsstdlcn: 
der Sense-Primer ist an dem S'-Ende und der Antisense-Primer ist an dem 3*-Endc. FOr 
jedes Zid reprSsentiert auch die Sequenz in Heinbuchstaben die Sequenzienings4*imer- 
Bingungsstelle. 

5 

A. Perlenherstellung 

Die Perien wurden von Bang's Laboratories (979 Keystone Way, Carmel, IN 46032) 
gekauft und setzen sich aus carboxyliertem Polystyrol (4,5 pm Durchschnhtsdurchmes^r) 
10 zusammen. Diese Perien wurden einer Diaminderivatisierung mit dem nacfastehend 
beschriebenen Verfahren unterworfen. 

Perien (200 mg) wurden mit 1,0 ml 1 N HQ behandelt und 15 Minuten gevortexed. Die 
Perien wurden pelletiert, dekantiert und 3mal (3x) mit 1,0 ml Wasser pro Waschschritt 
15 gewaschen und dann 3x mit 1,0 ml DMF pro Waschschritt gewaschea Zu dem gewasche- 
nen Pellet wurden 2<lH-BenzotriazoM-ylH,I,3,3-tetram 

(HBTU, 38 mg, 0,1 mM), 1-HydroxybenzotriazoIhydrat (HOBT, 15 mg, 0,1 mM), 500 pi 
Methylenchlorid und 54 pi Diisopropylethylamin (DffiA, 0,3 mM) zugegeben. Nach einer 
2minfltigen Vortex-Behandlung wurden 20 pi Diamin (4,9-Dioxa-l,12-dodecandiamin, 94 
20 pM) zugegeben. Nach einer 30mintttigen Vortex-Behandlung wurden 1,0 ml DMF 
zugegeben und die Perien mit Zentriftigieren pelletiert. Der Uberstand wurde entfemt und 
1,0 ml 10% Wasser in DMF wurden zugesetzt. Die Perien wurden zusStzliche IS Minuten 
gevortexed und schlieDIich 3x mit 1,0 ml DMF pro Waschschritt gewaschen. 

25 B. Oligomicleotid-Anheftung 

Zwei verschiedene Ziel-Oligonucleotide wurden in diesem Experiment venvendet: ein 
95mer und ein 1 lOmer. Diese Oligonucleotide setzten sich aus den Basen Cytidin, Thymidin 
und 7-Deaza-adenosin zusammen. Die Oligonucleotide wurden mit einer primfiren 

30 Aminogruppe an dem S'-Terminus (5 Amino-Modifier C-12, Glen Research) synthetisiert. 
Das lyophylisierte Oligonucleotid (600 pMol) wurde in 5 pi 0,5 M Na-Phosphat, pH 7,7, 
geldst und die L6sung wurde mit 10 pi 0,2 M Disuccinimidylsuberat (DSS) behandelt Die 
Reaktion wurde 10 Minuten ausgefiihrt und dann wurden 85 pi dskaltes Wasser zugesetzt. 
Nicht-reagiertes DSS wurde durch Zentriftigieren entfemt. Der Oberstand wurde durch eine 

35 G25-Spm-S&ule (G25 Spin column) geleitet, die ink Wasser equilibriert war. Das Eluat 
wurde sofort gefroren und lyophylisiert, urn die S^-N-Hydroxysuccinamidester des 
Ofigonucleotids zu isolieren. 



Dieses aktivierte Oligonucleotid wurde in 50 \il von 0, 1 M Na-Phosphat, pH 7,5, gdOst, das 
0,1 mg/ml von beschalher Lachsspenna-DNA enthait Diese LOsung wurde zu 10 mg 
Diamiiwierivatisierten Perlen gegeben, Nach 3 Stunden Voitex-Behandlung wurden die 
Perien 2x nut 0,4 ml 0,1 M Na-Phosphat, pH 7,5, jeweils gewaschen und dann 2x nut 0,4 ml 
0,1 N NaOH. Am Ende wurden die Perlen 3x nut 0,4 ml von pH 7,5-Pufier gewaschen. 

C. PeptifrAnknflpfang 

Zu Boc-YGGFL oder Boc-Phe (Boo « tert-ButoxyK^onylamin-Sdiutzgnippe, 0,1 
mMol) wurde HBTU (0,1 mM), HOBT (0,1 rnM), 1,0 ml 10% DMF in Methyienchlorid 
und DJEA (0,3 mM) zugegeben. Nach der Vortex-Behandlung zur AuflOsung der Feststoflfe 
wurden 0,4 ml der PeptidlOsung zu 3 mg der Oligonucleotid-markierten Perlen gegeben. 
Die Boc~YGGFL-enthaltende LOsung wurde zu den 95mer markierten Perien gegeben und 
die Boc-Phe-enthaltende Ldsung wurde zu UOmer markierten Perlen gegeben. Die 
Reaktionsgemische wurden 30 Minuten gevortexcd und dann mit DMF verdQnnt, 
zentrifugiert, dekantiert und die Perlen-Pellets wurden 3x mit 1,0 ml THF gewaschen. Die 
Boc-Schutzgruppen wurden durch Behandlung der Perlen mit 0,4 ml 95% 
Trifluoressigs&ire fur 10 Minuten entfernt Die Reaktion zum Entfemen der Schutzgroppe 
wurde dann mit THF verdQnnt, zentri&gieit und dekantiert und (fie Perien wurden 3x mit 
1,0 ml DMF jewefls gewaschen. Am Ende wurden die Perlen 3x mit 0,5 ml 0,1 M Na- 
Phosphat, pH 7,5, jeweils gewaschen und in einer Au&chlSmmung (10 mg/ml) gdagert 

D. Migcfren, Farfaeq und gprtieren 

Die mit dem 95mer und YGGFL gekuppelten Perlen wurden mit den Perlen in einem Ver- 
hfiltnis von 1:20 gemischt, die mit dem 1 lOmer und F gekuppelt wurden. So mit wurden 0,1 
mg von 95mer/YGGFL-Perien (2 Mio. Perien) nut 2,0 mg der I lOmer/Phe-Perlen (40 Mio. 
Perien) gemischt. Das Gemisch wurde in etnem Blockierangspuffer (PBS, 1% BSA und 
0,05% Tween-20) suspendiert und bei Raumtemperatur 1 Stunde inkubiert Die Perien 
wurden als nachstes durch Zentrifugieren pefletiert und in einer LOsung ernes FITC-mar- 
kierten monoklonalen Anttkfirpers 3E7 resuspendiert, der das Peptid YGGFL (1 jig/ml) 
bindet Die Suspension wurde 0,5 Stunden auf Eis inkubiert und dann zentrifiigiert, urn das 
Perien-Pellet zu isotteren. 

Die Perien wurden in PBS zum Einbringen in das Fluoreszenz-aktivierte ZeOensortiemngs- 
(FACS)-instrument (Becton Dickinson FACSORT Plus) resuspendiert. Die Perlen, die an 
den Fhioreszenz-markierten AntikOrper gebunden hatten, wurden durch deren ange- 
nommene Fluoreszenz identifiziert und die Fluoreszenz-Perien wurden durch Sortieren in 
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PCR-Ge&fie isoliert Eine, 10 oder 100 Fhiorcszenz-Perien wurden in jcdes PCR-GefiBe 
sortierL In einer analogen Art wurden die Nicht-Fhioreszenz-Perien in PCR-Gcftfle sortiert. 

E. Vpr^lfaltigung der sortierten Perien 

5 

Zu jedem eine Perle oder Perlen-enthakenden PCR-GeffiB wurden 25 ^1 von PCR-Pufier 
(20 mM Tri^HCt, pH 8,7, 10 mM KC1, 10 raM (NHi^SO^ 2 raM MgCl* 0,1% Triton X- 
100, 0,14 mg/ml BSA, 200 fim dATP, 200 fim dGTP, 200 jun dCTP, 200 jim dTTP, 2 \xm 
Primer #1, 2 \im Primer #2 und 0,5 Einhdten von Pfu-DNA-Polvmerase) zugegeberu Die 
10 Reaktionen wurden 40 Cyclen von 95°C fur 0,5 Minuten, 55°C fflr 1 Minute und 72°C fir 1 
Minute unterworfen. 

Der Gelbeladungsfarbstoff (2 wurde zu 10 (il jeder PCR-Reaktion gegeben und die 
Probe wurde auf einem 2% Agarosegel mit niedrigem Schmdzpunkt laufengeiassen. Die 

15 DNA-Fragmente wurden durch Fflrben mit Ethidhjmbromid und UV-Licht-Aussetzen 
sichtbar gemacht 5 von 6 der GefiDe mit Einzelfluoreszenz-Perien ergaben DNA-Frag- 
mente mit 95 Basenpaaren L&nge, was best&tigt, daB diese Perien mit YGGFL und nicht mit 
F gekuppelt waren. GefaBe mit 10 oder 100 Fluoreszenz-Perien ergaben auch 95mer DNA- 
Fragmente. Ira Gegensatz dazu ergab keines der Geffifie mit 1, 10 oder 100 Nicht- 

20 Fluoreszenz-Perien 95mer-Fragmente. 

Es gab jedoch anomale Vervielfaltigungsprodukte, die kieiner als 110 bp waren aus der 
Vervielffiltigung der Tags der Nicht-Fluoreszenz-Perien. Diese anomalen Produkte kOnnen 
durch die Verwendung der ungeschQtzten Oligonucleotid-Tags in diesem Beispiel entstan- 
25 den sein, was es mdglicherweise ermOglicht hat, dafl freie exocyclische Amine zu der F- 
Aminosfture gekuppelt haben, wobei das Tag damit Gegenstand anomaler Vervielfiltigung 
wurde. Dieses Problem hatte das 95mer Tag nicht in dem gleichen MaBe beeinfluflt, da 
YGGFL weniger reaktiv mit den exocyclischen Aminen ist, als F. 

30 BEISPIEL 5: SYNTHESE DER BIBLIOTHEK UND DURCHMUSTERN 

Dieses Beispiel ist schematisch in Figur 9 dargestellt. Kurz gesagt wurde eine Einzdpo- 
puiation von Amin-derivatisierten Perien (wie in Beispiel 4 beschrieben hergesteflt) mit 
Gtycin gekuppelt. Die Population wurde dann in zwei gleiche Teile aufgeteQt und jeder Tefl 
35 wurde mit einem charakteristischen Oiigonudeotid markiert, das dnzigartig die Perlen- 
Subpopuiation identifiziert. Die Subpopulation, die mit einem Oiigonudeotid mit 95 Basen 
Lflnge (das 95mer, wie in Beispiel 4 beschrieben) markiert wurde, wurde anschlieSend mit 
dem Peptid YGGFL gekuppelt. Die Population der Perien, (fie mit einem Oiigonudeotid mit 
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1 10 Bascn Lange (das 1 iOmer, wie in Bdspiel 4 beschricben) maridert wurde, wurde mit 
dem Peptid FLFLF gekuppdt (SEQ ID N0:16). Die Perien wurden dann in einem 
Verhahnis von 20 FLFLF/llOmer Perien Or jcdcs YGGFL/95mer Perien (d.h. 20:1) 
geraischt und rait etnem Fluoreszenz-maririerten AntikBrper (SET) geftrbt, der die 
5 Peptidsequenz YGGFL mit hoher Affinitft bindet IndividueBe FhioreszeoB-gefcrbte Pericn 
und ungeftrbte Perien wurden direfct in PCR-GeftBc sortiert. Nach PCR ergaben alle 
Ruoreszenz-geffirbten Perien ein Fragment von vervieiftltigter DNA 95 Basenpaare lang 
und alle nicht-geSrbten Perien ergaben «n Fragment 1 10 Basenpaare lang. 

10 A. Peptid-Kupplungsschritt #1 

Zu Fmoc-Gly (Fmoc - 9-FluorenyImethoxycaibonylainin-Schutzgruppe, 0,1 mM) wurden 
HBTU (0,1 mM), HOBT (0,1 mM), 1,0 ml von 10% DMF in MethylencWorid und DEEA 
(0,3 mM) zugegeben. Nach einer Vortex-Behandlung zur LOsung der Feststoffe> wurden 

13 0,4 ml der aktivierte Aminosaure enthaltenden LOsung zu 50 mg der Diamm-derivatisicrten 
Perien gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 30 Minuten gevortexed und dann mit DMF 
verdGnnt, zentrifiigiert, dekantiert und das Perlen-Pellet wurde 2mal mit 1,0 ml DMF 
gewaschen. Die Kupplungsreaktion wurde dann wiederholt Die Perien wurden dann mit 1,0 
ml 30% Piperidin in DMF rait Vortexen fUr 1 Stunde behandelt, urn die Scbutzgruppe der 

20 Qycinaminogruppe zu entfernen. 

B. Otigonucleotid-Mariaerung 

Zwei verschiedene Ziel-Oligonucleotide wurden in diesem Experiment verwendet: das 
25 95mer und 1 IOmer, wie in Beispiel 4 beschriebeit Die Hftlfte der Perienprobe, wie vorste- 
bend bescbrieben (25 mg) wurde mit dem 95mer und die andere Hftlfte mit dem IlOmer 
markiert. Diese Oligonucleotide setzen sich aus 2'-Deoxycytidin, Thymidin und 2*-Deoxy- 
7-deaza-adenosin zusammen. Die Oligonucleotide wurden mit einer prim&ren Amhrogruppe 
an dem 5*-Terminus (MMT-C 12-Aminomodifier, Clonetech Laboratories, Inc.) 
30 synthetisiert Das lyophyiisierte Oligonucleotid (1,5 nMol) wurde in 10 pi 0,5 M Na-Phos- 
phat, pH 7,7, gelOst und die LOsung wurde mit 20 pi 0,2 M Disuccinimidylsuberat (DSS) 
behandelt Die Reaktion wurde 10 Minuten fortgefiihrt und dann wurden 70 pi dskaltes 
Wasser zugegeben. Unreagiertes DSS wurde durch Zentrifugieren entfernt Der Oberstand 
wurde durch eine G-25 Spin-Saule geleitet, die mit Wasser equilibrist wurde. Das Eluat 
35 wurde sofort gefroren und lyophylisiert, urn S'-N-Hydroxysucdnamidester des Oligo- 
nucleotids zu isolieren. Dieses aktivierte Oligonucleotid wurde in 100 pi 0,1 M Na^Phos- 
phat, pH 7,5, gelost, das 0,1 mgfail von beschallter Uctassperma-DNA enthielt Diese 
LOsung wurde zu 25 mg Glycin-gekuppelten Perien gegeben. Nach Vortex-Behandlung fiir 
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3 Stunden wurden die Perien 2mal mit 0,4 ml 0,1 M Na-Phosphat, pH 7,5, und 2mal mit 0,4 
ml 0,1 N NaOH gewaschen. Am Ende wurden die Perien 3mal mit 0,4 ml pH 7,5-Puflfer 
gewaschen. 

5 C Peptid-Kupolungsschritt #2 

Zu Boo-YGGFL oder Boc-FLFLF (Boc = tert.-Butoxy-<»itonylamiii-Schutzgmpp^ 0,02 
mM) wurden HBTU (0,02 mM), HOBT (0,02 mM), 0,190 ml 10% DMF in Methylenchlo- 
rid und DIEA (0,06 mM) zugegebea Nach Vortex-Behandhmg zum LOsen der Feststofib 

10 wurde die Ldsung lOftch in 10% DMF in Methjdenchlorid verdUnnt Ein Aliquot dieser 
LOsung (0,345 ml) wurde zu den Glycxn-gekuppelten und Ohgonucleotid-markierten Perien 
(25 mg) gegeben. Die Boc-YGGFL-enthaltende L8sung wurde zu den mit dem 95mer 
markiertcn Perien gegeben und die Boc-FLFLF-enthaltende LOsung wurde zu den nut dem 
HOmer markierten Perien gegeben. Die Reaktionsgemische wurden 30 Minuten gevortexed 

15 und dann mit DMF verdQnnt, zentri&giert, dekantiert und die Perlen-PeUets wurden 3mal 
mh 1,0 ml THF gewaschen. Die Boc-Schutzgruppen wurden durch Behandlung der Perien 
mit 0,4 ml 95% Trifluoressigsaure ftlr 10 Minuten entfenit Die Reaktion zum Entfernen der 
Schutzgruppe wurde dann mit THF verdOmrt, zentrifugiert, dekantiert und die Perien 
wurden 3mal mit 1,0 ml DMF gewaschen. Am Ende wurden die Perien 3mal mit 0,5 ml 0,1 

20 M Na-Phosphat, pH 7,5, gewaschen und als eine Aufschltomung (10 mg/ml) gelagerl 

D. Mischen. Farben und Sortieren 

Die mit dem 1 lOmer und FLFLF gekuppelten Perien wurden nut den Perien in einem Ver- 
25 haltnis von 20: 1 gemischt, die mit dem 95mer und YGGFL gekuppelt wurden. Somh wur- 
den 0,1 mg von 95mer/YGGFL~Perlen (2 Mk>. Perien) mit 2,0 mg von 1 lOmer/FLFLF- 
Perien (40 Nfio. Perien) gemischt. Das Gemisch wurde in einem Bloclderungspuflfer (PBS f 
1% BSA, 0,05% Tween-20) suspendiert und bei Raumtemperatur 1 Stunde inkubiert. Die 
Perien wurden sodann durch Zentrifugieren pdletiert und in einer LOsung von FITC-mar- 
30 kiertem monoklonalen AntikOrper (3E7) resuspendiert, der die Peptidsequenz YGGFL (1 
Hg/rnl) erkennt. Die Suspension wurde 0,5 Stunden auf Ei$ inkubiert und dann zentrifugiert, 
um das Perlen-Pellet zu isolieren. 

Die Perien wurden in PBS zum Einbringen in das Fluoreszenz-aktivierte Zetlsortierungs- 
35 (FACS)-Instrument (Becton Dickinson FACSORT Plus) resuspendiert Die Perien, die an 
den Fluoreszenz-markierten Antikflrper gebunden hatten, wurden durch deren ange- 
noramene Fluoreszenz identifiziert (siehe Figur 10) und homogene Proben entweder der 
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Fluoreszenz- oder Nicht-FIuoreszenz-Perlen wurden durch Sortieren in PCR-GtfflBe iso- 
Iiert 1, 10 oder 100 Perien jeder Art wurden in jedes PCR-GefSB sortiert 

E. PCR-sortierte Perien 

5 

Zu jedem eine Perle oder Perien enthahenden PCR-GeftB wurden 25 pi PCR-Gemisch (20 
mM Tris-HO, pH 8,7. 10 mM KCl, 10 mM QMVhSO*. 2 mM MgCfe. 0,1% Triton X-100, 
0,14 mg/ml BSA, 200 fiM dATP, 200 (iM dGTP, 200 \OA dCTP, 200 uM dTTP, 2 uM 
jedes Primers (wie in Beispiel 4 beschriefaen) und 0,5 Einheiten Efii-DNA-Polymerase) 

10 zugegeben. Die Reaktionen wurden 40 Cycien von 95°C fflr 0,5 Minuten, 55*0 fur 1 
Minute und 72°C fur 1 Minute unterworfen. Der Gdbeladungsferbstoff (2 ul) wurde zu 10 
ul jeder PCR-Reaktion gegeben und die Probe wurde in einem 2% Agarosegd rait niedri- 
gem Scbmelzpunkt laufengelassen. Die DNA-Fragmente wurden durch Farben mit 
Ethidiumbroraid und UV-Licht-Aussetzen sichtbar geraacht. 6 Einzelperlenproben, dm 10 

15 Perienproben und drei 100 Perienproben wurden sowohl von der Fluoreszenz-Population 
als auch der Ni cht-Fluoreszenz-P opulatio n vervielfaltigt. Alle Perienproben aus der 
Fluoreszenz-Population produzierten nur DNA-Fragmente mit 95 Basenpaaren Lfinge und 
alle Proben aus der Nicht-Fluoreszenz-Populadon produzierten nur Fragmente mit 110 
Basenpaaren Lange (siehe Figur 11). 

20 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(I) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(0 ANMELDER: Dower, William J 

Barrett, Ronald W 
Gallop, Mark A 
Needels, Michael C 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFENDUNG: Verfahren zur Synthese der vcr- 

schiedenen Sammlungen von Oli- 
gomeren 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 16 

Civ) KORRESPONDENZANSCHRIFT: 

(A) ADRESSAT: Townsend and Townsend 

(B) STRASSE: 1 Market Plaza, Steuart Tower, Suite 2000 

(C) STADT: San Francisco 

(D) BUNDESLAND: California 

(E) LAND: U.S.A 

(F) POSTLE1TZAHL: 94105 

(v) COMPUTERLESB ARE FASSUNG: 

(A) D AIENTRAGER' Diskette 

(B) COMPUTER: IBM PC kompatibd 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: PatentIN Release #1.0, Version #1.25 

(vi) DATEN DER JETZIGEN ANMELDUNG 

(A) ANMELDENUMMER: 

(B) ANMELDETAG 

(C) KLASSIFIKATION: 

(viii) VERTRETER: 

(A) NAME: Smith, William M 

(B) REGI STRIERUNGSNUMMER: 30,223 

(C) REFERENZNUMMER- 11509-36-1 

(ix) TELEKOMMUNKATION: 

(A) TELEFONNUMMER 415-543-9600 

(B) TELEFAXNUMMER: 415-543-5043 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO. l : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1 1 1 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

00 MOLEKOLTYP: cDNA 

(xi) SEQUENZBESCHREBUNG: SEQ ID NO: 1 : 

CTTTCTTCCT CTCCCTCTTT TCTCCTCTCT TTTTTTCTCC TTCTTTTTTT CTCTCCCTCT 
CTCCTCTCTC CCCTTTCTCT CCTTTCCTCC TCTCCTCTCT CTCTTCTTTC C 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:2: 

0) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 111 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

Cii) MOLEKOLTYP: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG SEQ ID N02: 

CTTTCTTCCT CTCCCTCTTT TCTCCTCTTC TTTTTTCTCC TTTCTTTTTT CTCTCCCTCT 
CTCCTCTCTC CCCTTTCTCT CCTTTCCTCC TCTCCTCTCT CTCTTCTTTC C 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 115 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(H) MOLEKOLTYP: cDNA 



(xi) SEQUENZB ES CHREIBUNG: SEQ ID NO:3: 

CTTTCTTCCT CTCCCTCTTT TCTCCTCTTT CTTTTTCTCC TTTTCTTTTT CTCTCCCTCT 
CTCCTCTCTC TCTTCCTTTC CCCTCTCTCT CTCCTCTCCT CTCTCTCTTC TTTCC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID N0:4: 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 115 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: Hnear 

Cli) MOLEKOLTYP: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:4: 
CTTTCTTCCT CTCCCTCTTT TCTCCTCTTC TTTTTTCTCC TTTCTTTTTT CTCTCCCTCT 
CTCCTCTCTC TCTTCCTTTC CCCTCTCTCT CTCCTCTCCT CTCTCTCTTC TTTCC I 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

0) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 23 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

Cii) MOLEKOLTYP: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:5: 

GGAAA6AAGA GAGAGAGGAG AGG 23 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:6: 

0) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 



(D) TOPOLOGIE: linear 
<u> MOLEKULTYP: cDNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:6: 
AGAGAGGGGA AAGGAAGA 18 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

CO SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18Basenpaare 

(B) ART: Nucieinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(a) MOLEKOLTYP: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:7: 

AGGAAAGGAG AGAAAGGG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 95 Basenpaare 

(B) ART: Nucieinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

00 MOLEKOLTYP: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:8: 
CCACTCACTA CCACTCTACT ATAACCACCC CTTCCTATTC CAAAATTACA AACTTATCTC 
AACTACATCT CACACTCACT CATCTCTACA TCTAC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:9: 

(0 SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 110 Basenpaare 

(B) ART: Nucieinsaure 



10 



15 



20 



25 
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(C) STRANGFORM: Hnzdstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

Cd) MOLEKOLTYP: cDNA 

(a*) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:9: 

CCACTCACTA CCACTCTACT ATAACCCTCC CCTATTCCAA AATTACATCC TATTCCAAAA 60 
TTACAAACTT ATCTCAACTA CATCTCACAC TCACTCATCT CTACATCTAC 110 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID N0 .1 0: 

(Q SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 4 Aminosfluren 

(B) ART: Amino saure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) MOLEKOLTYP: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 



Gly GlyPheLeu 
1 



30 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 1: 

40 (0 SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 4 Aminosiuren 

(B) ART: Aminosfiure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

45 C") MOLEKOLTYP: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1 1: 
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ProGtyPheLeu 
1 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 5 Amino sauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGE: linear 

(ii) MOIEKULTYP: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 

TyrGlydyPheLeu 
1 5 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

(Q SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 5 Amino sSuren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGDE: linear 

Cii) MOLEKULTYP: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 

TyrPro GlyPhe Leu 
1 5 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

0) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 5 Aminosfiuren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

Cii) MOLEKULTYP: Peptid 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:14: 



ProGlyGlyPheLeu 
1 5 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

0) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 5 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(3) MOLEKULTYP: Peptid 

(xQ SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:15: 



Pro Pro GlyPheLeu 
I 5 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

0) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 5 Aminosauren 

(B) ART: Aminosiure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

fii) MOLEKULTYP: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG SEQ ID NO: 16: 



PheLeuPheLeuPhe 
1 5 



EP 92 920 422.0-1219 
AFFYMAX TECHNOLOGIES N.V. 
U.Z.: 29-82 



PATENTANSPRUCHE 



1. Die Verwendung von Identifizierungs-Tags, urn eine nachfolgende Identifizie- 
rung von Reaktionen zu ermOglichen. durch die Mitglieder einer Bibliothek von ver- 
schiedenen synthetischen Verbindungen in eincr Baustcin-bei-Baustein-Art syntheti- 
siert worden sind, and darauf folgende deduktive struktureilc Idenrifizierung der Mit- 
glieder. 

2. Eine Bibliothek von verschiedenen synthetischen Verbindungen, wobei die 
Verbindungen erhSltlich sind durch Synthese in einer Baustein-bei-Baustein-Art. die 
jede Verbindung zu einem oder mehreren Identifizierungs-Tags verknQpft, die die 
nachfolgende Identifizierung von Reaktionen ermSglicht, durch die die Verbindungen 
eingegliedert wurden t und darauf folgende deduktive strukturelle Identifizierung der 
Mitglieder. 

3. Bibliothek nach Anspruch 2, umfassend eine Vielzahl von verschiedenen Mit- 
gliedem. wobet jedes Mitglied ein Oligomer umfaBt, zusammengesetzt aus einer 
Sequenz von Monomeren verbunden mit einem oder mehreren Identifizierungs-Tags, 
die die Sequenz der Monomere in dem Oligomer identifizieren. 

4. Bibliothek nach Anspruch 3, worin die Bindung zwischen dcm Oligomer und 
dem Identifizierungs-Tag einen festen Tr&ger umfafit. 

5. Bibliothek nach Anspruch 3 oder 4, worin das Identifizierungs-Tag an dem 
Oligomer angeheftet ist. 

6. Bibliothek nach einem der Anspruchc 3 bis 5, die etwa 10 6 verschiedene Mit- 
glieder hat. 

7. Bibliothek nach einem der Anspriiche 3 bis 6, worin das Oligomer ein Peptid 
oder ein Oligonucleotid ist. 
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8. Bibliothek nach einera der Anspriiche 3 bis 7, worin das Identifiziemngs-Tag 
ein Fluoreszenzmarker isr. 

9, Eine synthetische Oligomcr-Bibliothek mit Markierung, bergestellt dutch 
Synthetisieren auf jeder von einer VielzahJ von fesien TrSgera eine einzelne Oligo- 
mersequenz und/oder mehrere Idemifizierungs-Tags, die die Oligomersequenz idenri- 
fizieren, wobei die Oligomersequenz und die Identifizierungs-Tags synthetisiert wer- 
den in einem Verfahren, umfassend die folgenden Schritte: 

(a) Verteilung der Trager unter einer Vielzahl von Reaktionsgef&Ben, 

(b) Aussetzen der Trager in jedem ReaktionsgefSB einem ersten Oligoroer- 
Monomer und einem ersten Identifizierungs-Tag, 

(c) Zusammenlegen der Trager, 

(d) Verteilung der Trager unter einer Vielzahl von ReaktionsgefaBen, 

(e) Aussetzen der Trager einem zweiten Oligomer-Monomer und einem 
zweiten Idenufizierungs-Tag-Monomer, und 

(f) Wiederholung der Schritte (a) bis (e) mindestens ein- bis zwanzigmal. 

.10. Verfahren zur Herstellung einer synthetischen Oligomer-Bibliothek mit Mar- 
kietung, umfassend eine Vielzahl von verschiedenen Mitgliedern, wobei jedes Mit- 
glied einen festen Trager umfaBt, an den eine einzelne OHgometsequenz angeheftet ist 
und eine Oder mehrere Identifizierungs-Tags. die die Oligomersequenz idenrifizieren, 
wobei das Verfahren die folgenden Schritte umfaBt: 

(a) Verteilung der Trager unter einer Vielzahl von Reaktionsgef&Ben, 

(b) Umsetzen der Trager in jedera Reaktionsgefa/J mit einem ersten Oligo- 
mer-Monomer, 

(c) Umsetzen der Trager in jedem ReaktionsgefiB mit einem ersten Identifi- 
zierungs-Tag, 

(d) Zusammenlegen der Trager, 

(e) Veneilung der zusanunengelegten Trager auf eine Vielzahl von Reakti- 
onsgefaBen, 

(f) Umsetzen der zusanunengelegten Trager in jedem ReaktionsgeftB mit 
einem zweiten Oligomer-Monomer, 

(g) Umsetzen der zusanunengelegten Trfiger in jedem Reaktionsgef&B mit 
einem zweiten Identifizierungs-Tag, und 
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